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1.1. Il basilico 
1.1.1. Ocymum basilicum L.: cenni storici 
Ocymum basilicum (L), comunemente chiamato basilico, viene classificato 
tassonomicamente da Linneo; il nome deriva dai due termini “okimon” e 
“basilikos”, che in greco significano rispettivamente “profumo-olezzo” e “regale, 
pertinente al re”. In altri termini, già nel terzo secolo a C. Teofrasto nei suoi 
studi di scienze naturali, indica il basilico come erba profumata degna del re. In 
antichità l’impiego del basilico era contrastante; infatti, mentre gli antichi Egizi lo 
impiegavano sia con le altre essenze aromatiche sia nelle offerte sacrificali agli 
dei, sia nei procedimenti di imbalsamazione dei morti, i greci lo utilizzavano in 
segno di lutto, o addirittura i romani lo utilizzavano come simbolo dell’ amore. 
Nonostante sia constatato che O. basilicum sia originario delle regioni dell’Asia 
e dell’Africa, e solo dopo diffuso in tutto il bacino del mediterraneo ed in quasi 
tutti i pesi caldi o temperati del mondo, una leggenda vuole che il basilico sia 
nato nel luogo della crocifissione di Cristo e qui trovato dall’imperatrice Elena, 
madre dell’imperatore romano Costantino, che lo diffuse in tutto il mondo. 
Chiaramente la leggenda tende a risaltare la sacralità della pianta, come anche 
il rituale della raccolta raccomandato all’erborista medioevale: per cogliere la 
piantina era necessario indossare vesti pulite, astenersi da contatti impuri e 
lavare la mano destra, profanatrice, nell’acqua di tre diverse fonti. (Galbussera, 
2000). 
Molto interessante risulta anche essere un attestazione di carattere 
romantico, della radicata passione ligure per il basilico e del fatto che queste 
piantine venivano, e tutt’oggi vengono, coltivate in vasi sul davanzale della 
finestra. Infatti, già in antichità, questo modo di coltivazione, in vecchie latte da 
conserva, era un elemento caratteristico e ricorrente di tutti i vicoli dei paesi 
liguri, forse come sopravvivenza dell’uso antico romano di mantenere piante e 
fiori sul davanzale allo scopo di tenere lontano dalle abitazioni la sciagura e le 
streghe, o anche solo le mosche e gli altri insetti, o ancora per manifestare ai 
passanti una molto particolare attività della padrona di casa, secondo 
un’usanza antica attribuita a dame italiane e spagnole di non specchia virtù. 
Quest’ultima affermazione potrebbe essere confermata dal vaso di basilico nel 
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quale Elisabetta pone la testa dell’amante uccisole dai fratelli, come narra la 
celeberrima novella della IV giornata del Decamerone (Galbussera, 2000). 
 
1.1.2. Il basilico oggi: importanza in Italia e nel mondo 
Il basilico è una specie originaria della zona tropicale del mondo antico e 
diventata comunissima negli orti, anche in Italia, specialmente nelle stazioni 
mediterranee per la sua qualità di condimento popolare. La droga di questa 
pianta è costituita dalle sommità fiorite, che vengono seccate rapidamente 
all’ombra e conservate al riparo della luce e dell’umidità. Contiene un olio 
essenziale (0,02-0,04% del peso fresco e sino a 1,5% del peso secco), 
costituito da metilcavicolo (24,11%), cineolo, linaiolo e canfora di basilico. 
Inoltre si possono trovare tracce di glucosidi, una saponina acida (0,13%) e 
sostanze tanniche (6%). 
Farmacologicamente, l’olio essenziale agisce, analogamente ai composti 
simili estratti dalle piante appartenenti alla famiglia delle Labiate, come 
stupefacente, preceduto da una fase di eccitazione. E’ quindi utilizzato come 
stimolante delle attività gastrointestinali, nei soggetti sofferenti di gastriti 
accompagnate da digestione difficile, crampi allo stomaco, flatulenza, 
meteorismo, costipazione e catarro intestinale e biliare. 
Sappiamo, inoltre, che come altri oli eterei, che vengono eliminati 
attraverso la mucosa bronchiale, anche l’essenza di basilico è leggermente 
antisettica, fluidifica il catarro delle vie aeree e ne facilita l’espulsione. Un’altra 
funzione che si presuppone possa avere è l’induzione della secrezione lattea. 
Infine sappiamo che il decotto viene utilizzato come collutorio della bocca e 
rappresenta un ottimo rimedio per le infiammazioni della mucosa. 
Mentre il basilico è comune negli orti della Libia (secondo Letournex si 
tratta della varietà latifolium), sui mercati abissini si trovano abbondantemente 
mescolanze di foglie di specie congeneri, fra le quali predominano quella di O. 
menthaefolium Hochst, pianta che cresce comunemente nei pendii 
dell’altopiano fra 600-1600 m s.m. Anche questa specie è fortemente aromatica 
ed il suo profumo (che ricorda quello della menta piperita) è dato da un olio 
essenziale composto da metilcavicolo, anetolo ed astragalo. Le foglie vengono 
tendenzialmente triturate ed impastate con il burro e usate come cosmetico 
dalle donne abissine. Analogamente, le foglie della specie O. suave Willd. 
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vengono mescolate con le precedenti oppure utilizzate isolatamente come 
succedaneo del tè. In Somalia è presenta la specie O. gratissimum L., le cui 
foglie odorano di basilico e contengono, nell’olio essenziale che si può estrarre 
nella porzione del 0,6%, il 34% di timolo. Le foglie e le infiorescenze di O. 
superbum Bus. Muschi, avrebbero invece, secondo gli indigeni, proprietà 
abortive. Per quanto riguarda invece l’O. canum Sims. (O. americanum L.), 
pianta diffusa in tutti i paesi tropicali, sappiamo che il suo olio etereo contiene 
spesso (ma non sempre, dipende dalla regione di coltivazione) una notevole 
proporzione di canfora. Esso ha un odore graditissimo di basilico e anche di 
garofano e di canfora. 
 
1.1.3 Origine e classificazione 
Il basilico è una pianta erbacea aromatica a ciclo annuale con il centro di origine 
nelle regioni tropicali dell’Asia (Iran) e nell’Africa subtropicale, e che in seguito 
si è diffuso in tutti o quasi i paesi caldi o temperati del mondo. Il basilico 
appartiene alla famiglia delle Labiate e nello specifico O. basilicum è una 
specie, che insieme ad altre quattro specie appartenenti al genere Ocymum, è 
anche utilizzato per l’estrazione di essenze, anche se la sua grande notorietà 
deriva soprattutto dal vasto uso a livello culinario, piuttosto che del suo utilizzo 
in erboristeria, o per la sua importanza nella medicina popolare. Inoltre questa 
pianta viene utilizzata nel vivaismo come pianta ornamentale, soprattutto nella 
costituzione di aiuole fiorite. Alla famiglia delle Labiate appartengono molte 
piante aromatiche di uso comune in cucina, in erboristeria e per l’estrazione di 
essenze. Tra le specie più diffuse ricordiamo oltre al basilico anche la salvia, il 
timo e il rosmarino, che risultano essere estremamente interessanti sia a livello 
orticolo che a livello florovivaistico. Queste essenze possono essere coltivate in 
pieno campo o in serra come coltivazione intensive, oppure nel caso del 
vivaismo possono essere coltivate per la produzione di piantine in vaso. 









-Specie: Ocimum basilicum 
 
Al genere Ocimum appartengono oltre 60 specie erbacee ed arbustive, 
diverse per forma, portamento, composizione oli essenziali e colore; anche la 
composizione degli oli dei semi costituisce un’altra caratteristica che arricchisce 
le diversità all’interno di questo genere (Galbussera, 2000). Inoltre dobbiamo 
tener presente che esiste la possibilità di avere in natura un’ibridazione 
interspecifica e la poliploidia, fenomeno comune all’interno del genere, 
rendendo particolarmente difficile classificare esattamente le specie e le 
popolazioni esistenti in natura. Inoltre a complicare la classificazione, vi sono le 
razze, che pur non differenziandosi tra loro morfologicamente, rappresentano 
differenze a livello chimico. 
 
1.2 La radiazione luminosa 
1.2.1. Che cos’è la luce? 
Con il termine luce si intende una forma della radiazione elettromagnetica. 
Precisiamo quindi che il fenomeno della radiazione consiste nella trasmissione 
di energia mediante onde elettromagnetiche. Un’ onda elettromagnetica è il 
risultato della variazione di intensità di un campo elettrico e di un campo 
magnetico perpendicolare tra loro. 
Le varie forme di radiazione vengono classificate in base alla lunghezza 
d’onda, λ, che si esprime in metri, alla frequenza, ν, che si esprime in hertz (1 
Hz = 1 vibrazione s-1) e alla velocità di propagazione della luce nel vuoto, c, pari 
a 3 x 108 m s-1. Questi tre parametri sopra descritti sono legati tra loro dalla 
relazione: 
c = v x λ 
 
Tuttavia certi fenomeni connessi con la radiazione elettromagnetica non 
possono venire spiegata con la sola lunghezza d’onda e, per tale motivo, si fa 
riferimento alla meccanica quantistica. L’energia di radiazione, infatti, viene 




Figura 1. Raffigurazione dei fotoni. 
 
L’energia, E1, posseduta da un fotone è definita dalla relazione di Planck 
nel modo seguente: 
E1 = h x c / λ 
dove: 
- h è la costante di Planck (6,6256 x 10-27 erg s-1) 
- c è la velocità della luce (3 x 108 km s-1) 
- λ è la lunghezza d’onda (nm) 
e quindi sostituendo c dalla equazione precedente : E1 = h x v. 
Ne deriva che tanto più elevata è la frequenza di una radiazione (e quindi 
tanto minore è la sua lunghezza d’onda) tanto maggiore è il suo apporto 
energetico, o in altre parole che l’apporto energetico della radiazione è 
direttamente proporzionale alla sua frequenza e indirettamente proporzionale 
alla sua lunghezza d’onda. 
E’ importante precisare che l’intero campo di frequenza, o di lunghezza 
d’onda, della radiazione prende il nome di spettro elettromagnetico, mentre 
prendono il nome di regioni o di bande spettrali le zone circoscritte all’interno 
dell’intero spettro, ad esempio la banda del visibile è per convenzione quella 
compresa tra 400 e 700 nm di lunghezza d’onda. La radiazione contenuta nella 
banda del visibile può essere espressa sia facendo riferimento all’energia 
dell’onda elettromagnetica sia in termini di visibilità e cioè sulla base della 
sensazioni visiva che la luce suscita nell’occhio umano. La radiazione può 
essere espressa come: 
 
1) Energia radiante, espressa in joule (J) o in kW h-1: rappresenta la 
quantità totale di energia che può essere trasferita o ricevuta in un certo 
periodo di tempo sotto forma di radiazione; 
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2)  Flusso radiante o potenza radiante , espressa in w o in J s-1: 
rappresenta la quantità di energia irradiata nell’unità di tempo da una 
sorgente radiativa; 
3) Energia luminosa, espressa in moli fotoni m-2 s-1: rappresenta la 
quantità di luce ricevuta o irradiata da un corpo in un certo periodo di 
tempo per unità di superficie. 
Lo spettro elettromagnetico è suddivisibile in funzione della sua lunghezza 
d’onda e della frequenza in bande convenzionali  (Figura 2).  
 
 
Figura 2. La radiazione elettromagnetica, che va dai raggi cosmici, sino alle onde radio 
suddivisa nelle diverse regioni spettrali. 
 
Lo spettro della radiazione solare in arrivo sulla terra ha un’estensione 
che va da 150 a 4000 nm. In dipendenza dell’attività delle radiazioni che lo 
compongono può essere suddiviso in tre regioni principali, e precisamente nella 
regione dell’ultravioletto, nella regione del visibile e della radiazione 
fotosinteticamente attiva (Photosynthetically Active Radiation, PAR) e nelle 
regione di infrarosso (Masoni et al., 2000). La regione dell’ultravioletto è 
composta delle lunghezze d’onda comprese tra 150 e 400 nm ed invisibile 
all’occhio umano. La maggior parte delle radiazione UV emessa dal Sole è 
schermata dallo strato di ozono dell’alta atmosfera per cui sulla superficie 
terrestre ne arriva solo il 2% circa della quantità totale emessa dal Sole. 
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La luce nel visibile è costituita dalle radiazioni con lunghezza d’onda 
compresa tra 400 e 700 nm e rappresenta circa il 41% dell’energia che 
perviene sulla Terra. Di tutta la luce nella regione del visibile che raggiunge la 
foglia, l’85-90% viene assorbita da questa, mentre la rimanente parte è riflessa 
dalla superficie fogliare o trasmessa attraverso la foglia. Questa banda viene 
definita PAR perché è la regione dello spettro che viene assorbita da pigmenti 
coinvolti nel processo fotosintetico (clorofilla e carotenoidi). All’interno della 
regione del PAR vengono individuate altre bande più ristrette, ognuna delle 
quali rappresenta un colore (Tabella 1 e Figura 3 da Masoni et al., 2000). 
 
Tabella 1. Banda spettrale coperta dai diversi colori dell’iride (Masoni et al., 2000). 
 
 
Figura 3. Spettro di Fraunhofer della luce solare. Le lunghezze d'onda sono espresse in 
Angström. 
 
Le radiazione blu-violette sono assorbite dalla clorofilla, dai carotenoidi e 
da altri componenti citologici. Hanno una principale azione sulla fioritura, sulla 
sintesi proteica e sui fenomeni fototropici, e, nella fotosintesi, hanno un efficacia 
pari al 50% delle radiazioni nella banda del rosso-arancio. Sappiamo che 
invece le radiazione verdi sono praticamente le meno coinvolte nella fotosintesi, 
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in quanto non assorbite dalla clorofilla. Le radiazioni arancio e rossa sono 
certamente quelle maggiormente assorbite dalla clorofilla e che presentano, 
quindi, una elevata attività fisiologica. La regione dell’infrarosso è quella avente 
uno spettro con lunghezza d’onda compresa tra 700 e 4.000 nm, ed è divisibile 
nella banda dell’infrarosso vicino (700-1.300 nm) e nella banda dell’infrarosso 
lontano (> 1.300 nm) (Masoni et al., 2000). 
 
1.3. La radiazione ultravioletta 
1.3.1. Effetti nell’ambiente 
La radiazione ultravioletta è una radiazione elettromagnetica con lunghezza 
d'onda immediatamente inferiore a quella della luce visibile, e immediatamente 
superiore a quella dei raggi X (vedi Figura 2). Il nome significa appunto "oltre il 
violetto", perché il violetto è l'ultimo colore dello spettro del visibile percepito 
dall'occhio umano, cioè quello con la lunghezza d'onda più corta, ovvero tra i 
380-450 nm. Rispetto alla radiazione visibile quella UV presenta frequenza 
maggiore e quindi risulta più energetica secondo l’equazione di Planck. 
La radiazione ultravioletta è suddivisa convenzionalmente in tre bande 
spettrali (Figura 4): 
 
Figura 4. Spettro della radiazione ultravioletta. 
 
- UV-C (100-280 nm) : radiazione estremamente pericolosa per la vita a 
causa del suo alto contributo energetico; 
- UV-B (280-315 nm): solo una piccola parte di UV-B provenienti dal Sole 
raggiunge la superficie terrestre. È la frazione più piccola dello spettro degli UV; 
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- UV-A (315-400 nm): è la radiazione non assorbita dall’atmosfera, 
responsabile dell’arrossamento ed invecchiamento della pelle. 
Il Sole emette luce ultravioletta in tutte e tre le bande UV-A, UV-B e UV-
C, ma a causa dell'assorbimento da parte dell'ozono nell’atmosfera, circa il 99% 
degli ultravioletti che arrivano sulla superficie terrestre sono UV-A. Infatti, 
praticamente il 100% degli UV-C e il 95% degli UV-B è assorbito dall'atmosfera 
terrestre. Purtroppo però la diminuzione continua dello strato di ozono nella 
stratosfera, causata del rilascio di molecole alogenate inquinanti come i 
clorofluorocarburi (CFCs), non si verifica più questo assorbimento. Ciò risulta 
quindi un pericolo per le piante, gli ecosistemi acquatici, gli animali e la salute 
umana, in quanto queste radiazioni raggiungono anche la troposfera. La 
creazione di “buchi” nello strato di ozono, infatti, aumenta la percentuale di 
radiazione UV-B che arriva a colpire la superficie terrestre, e di conseguenza gli 
effetti citotossici, mutageni e carcinogeni di queste radiazioni (Longstreth et al., 
1995). La pericolosità più alta della radiazione UV-B è dovuta ad un effetto 
sterilizzante che questa possiede per moltissime forme di vita, al danno per la 
pelle potendo innescare la formazione di melanomi e altri tumori e favorirne 
l’invecchiamento, e a danni che può recare alle componenti degli occhi.  
Inoltre il problema del buco dell’ozono è strettamente collegato con 
quello dell’effetto serra, in quanto la gran quantità di radiazioni UV-B che 
raggiungono la superficie terrestre ma che vengono riflesse, sono poi 
intrappolate nell’atmosfera dalla presenza di gas inquinanti e determinano un 
aumento della temperatura, che porta al surriscaldamento globale e ai problemi 
ad esso connessi. 
 
1.4. La radiazione luminosa come fonte di stress 
Le piante risultano sensibili alla radiazione nello spettro dell’UV anche se con 
grandi differenze in relazione alla specie (Musil et al., 2002). Le risposte più 
importanti riguardano l’accumulo di flavonoidi nelle foglie, cambiamenti 
dell’anatomia e della morfologia fogliare e una ridotta crescita con una 
biomassa finale ridimensionata. In particolare, la radiazione UV-B può alterare 
l’apparato fotosintetico della pianta, con effetti soprattutto al livello del 
fotosistema II (PSII) (Bornman, 1989) e dell’enzima chiave del ciclo di Calvin, la 
ribulosio-1,5-bisfosfato carbossilasi/ossigenasi (RuBisCo). Il PSII è costituito da 
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un eterodimero delle proteine D1 e D2 contenenti 4 molecole di clorofilla a. 
Queste proteine costituiscono i siti di ossidazione e riduzione delle molecole 
trasportatrici di elettroni durante la fase di conversione dell’energia luminosa 
della fotosintesi. Il turnover della proteina D1, risulta essere più rapido in piante 
che hanno subito il trattamento con raggi UV-B rispetto ai controlli a 
dimostrazione (Greenberg et al., 1989) Per quanto riguarda l’enzima RuBisCo, 
la sua attività in piante trattate con elevate quantità di radiazione UV-B, risulta 
diminuita (Strid et al., 1994) a causa dell’azione della radiazione sulle subunità 
che compongono l’enzima. Altri effetti fisiologici deleteri causati nelle piante 
dall’esposizione a radiazioni UV-B sono rappresentati dall’aumento dell’attività 
respiratoria, la diminuzione dell’attività assorbente delle radici, e una maggiore 
chiusura stomatica (Teramura et al., 1991; Quaite et al., 1992) che determinano 
una riduzione della capacità fotosintetica. 
L’azione diretta degli UV-B sulle piante è causata molto spesso a danni a 
livello del DNA e di altri acidi nucleici (Britt, 1997), che possono quindi 
influenzare processi vitali importanti per la crescita e lo sviluppo vegetale. Di 
solito gli effetti diretti vengono osservati dopo brevi periodi (ore o pochi giorni) di 
irradiazione artificiale con lampade UV-B (Bornman e Sunby-Emmanuelsson, 
1995). 
Gli effetti indiretti sono quelli mediati dai cambiamenti indotti dalla 
radiazione UV-B nell’ambiente in cui si trova la pianta, oppure che agiscono 
sulla pianta stessa ma che sono importanti nella relazione con altri organismi. 
Gli effetti indiretti sono quindi molto importanti, ma ancora poco prevedibili, e 
agiscono attraverso cambiamenti nella composizione chimica e nella crescita 
delle piante, attraverso variazioni dell'ambiente biotico e abiotico che le 
circonda (Caldwell et al., 1998). Gli effetti indiretti includono l’attività delle altre 
piante che competono con la pianta studiata, la mobilitazione dei nutrienti, e la 
presenza microrganismi simbionti importanti per la pianta. 
Diversamente dagli effetti diretti in cui le risposte si hanno in tempi 
abbastanza rapidi, lo studio degli effetti indiretti necessita lunghi periodi di 
tempo, in quanto il loro effetto è spesso lento e necessita di un accumulo di 
radiazioni nell’ecosistema. 
La luce può inoltre divenire fonte di stress anche nella regione del 
visibile. Infatti, anche se la luce rappresenta il fattore chiave attraverso il quale 
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la pianta riesce ad organicare molecole inorganiche coma CO2 ed acqua, 
l’eccesso o la carenza possono rappresentare un fattore di stress per la pianta. 
Le piante in ragione di ciò si acclimatano e si adattano alle limitazioni e 
all’eccesso di luce mediante variazioni della loro morfologia, anatomia e 
fisiologia. Queste variazioni, peraltro, sono influenzate in maniera notevole dalle 
condizioni idriche della pianta. In linea generale, le piante si suddividono in 
piante sciafile ed eliofile. Le prime prediligono zone a bassa intensità luminosa 
mentre le specie eliofile richiedono condizioni di luce più o meno diretta, ma 
comunque una intensità sicuramente superiore in termini di fotoni nel visibile. 
Tra i due estremi si collocano tutte quelle piante che sono più adatte a 
condizioni di luce intermedie e per le quali entrambi gli estremi non 
rappresentano l’optimum. In condizioni di alta luminosità e di deficit idrico, la 
diminuzione della conduttanza stomatica ha un grande impatto sulla fotosintesi 
perché la pianta, che non riesce a assimilare la CO2 e quindi utilizzare gli 
equivalenti riducenti (NADPH) e l’energia (ATP) nel processo del Calvin, deve 
“smaltire” l’energia fotonica in eccesso (Nilsen e Orcutt, 1994). L’esposizione 
delle piante ad alti livelli di irraggiamento causa una riduzione della capacità 
fotosintetica dovuta al ridirezionamento dell’energia fotonica in processi che 
portano al danneggiamento dell’apparato enzimatico fotosintetico 
(fotoinibizione) e alla distruzione dei pigmenti fotosintetici (fotoossidazione) 
(Bowler et al., 1992; Osmond et al., 1997; Anderson et al., 1998). Di 
conseguenza, sulla base dell’inibizione fotosintetica, le piante in ambienti con 
alti livelli di irraggiamento sono più suscettibili alla fotoinibizione e alla 
fotoossidazione quando sono soggette contemporaneamente a stress idrico; 
questo avviene perché il livello di energia fotonica diventa eccessivo in 
condizioni in cui l’assimilazione fotosintetica di CO2 diminuisce più del tasso di 
trasporto elettronico (Foyer et al., 1994).  
In presenza di alti livelli di irraggiamento, l’apparato fotosintetico va 
incontro ad un complicato ciclo di danneggiamento, degradazione e riparazione. 
Quando il livello di irraggiamento è elevato, il danno supera la capacità di 
riparazione e prendono il sopravvento i processi coinvolti nella fotoinibizione e 
nella fotoossidazione (Melis, 1999). Il PSII, ed in particolare la molecola di 
clorofilla del centro di reazione (P680) nella proteina D1, è l’obiettivo primario di 
un processo di fotoinibizione irreversibile, mentre il PSI è più “protetto”, in 
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quanto riceve un danno meno significativo e dipendente dal flusso elettronico 
dal PSII e dalla presenza di O2 (Bowler et al., 1992; Hideg e Murata, 1997; 
Anderson et al., 1998).  
I meccanismi mediante i quali la pianta può ridurre il danno indotto da 
eccessiva energia di eccitazione assorbita dalle molecole di clorofilla sono 
essenzialmente: 
- Movimenti del cloroplasto (Davis et al., 201; Terashima et al., 2011); 
-  Schermatura della luce, ad esempio guidata da composti fenolici 
nelle cellule epidermiche (Hernández, Van Breusegem, 2010; Agati et 
al., 2011; Hernández et al., 2011); 
- Sovraregolazione delle difese antiossidanti, volta a rimuovere le 
specie reattive dell'ossigeno (Ballottari et al., 2012; Murata et al., 
2012); 
- Dissipazione termica dell’eccesso di energia luminosa (de Bianchi et 
al., 2010; Johnson, Ruban, 2011; Johnson et al., 2011); 
- Trasporto ciclico elettronico attraverso il PSII: tassi appropriati di 
questo percorso a senso unico garantirebbero il mantenimento del 
gradiente protonico transtilacoidale richiesto per la fotofosforilazione e 
per la dissipazione dell'energia in eccesso a livello del fotosistema 
(Takahashi et al., 2009; Rochaix, 201; Murata et al., 2012); 
- Miglioramento della fotorespirazione e/o della reazione di Mehler, 
dove l’ossigeno rappresenta un accettore di elettroni alternativo che 
impedisce la sovrariduzione e la foto-inattivazione del PSII (Bauwe et 
al., 2010; Kangasjärvi et al., 2012). 
In condizioni di fotoinibizione, la fotorespirazione aumenta in proporzione 
all’assimilazione di CO2, utilizzando ATP e NADPH e, quindi, diminuire il 
possibile danno indotto (Douce e Neuburger, 1999). Il ritmo fotorespiratorio, 
inoltre, aumenta durante le stress idrico, riciclando CO2 e proteggendo la pianta 
dalla fotoinibizione (Smirnoff, 1993).  
Il 50–70% dei fotoni assorbiti da piante in condizioni di pieno 
irraggiamento è, infatti, dissipato mediante il ciclo delle xantofille nelle 
membrane tilacoidali. Questo processo non–fotochimico permette un certo 
grado di fotoprotezione creando un sink termico per i fotoni (retro–regolazione 
del PSII) che previene la sovra–riduzione della catena elettronica fotosintetica 
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(in particolare del chinone QA, accettore primario di elettroni), evitando quindi la 
“pressione eccitatoria” a livello del PSII, che potrebbe altrimenti favorire la 
fotoinibizione (Thiele et al., 1996; Verhoeven et al., 2001). I restanti fotoni sono 
utilizzati nelle reazioni fotochimiche che guidano il trasporto elettronico, creando 
un “sink fotochimico” che sostiene la riduzione fotosintetica di CO2 (Figura 5). 
 
 
Figura 5. Destino dell’energia fotonica assorbita dalla clorofilla nei cloroplasti in condizioni di 
diversa intensità luminosa. 
 
Fotorespirazione, retro–regolazione del PSII e assimilazione fotosintetica di 
CO2 sono processi in grado di prevenire l’eccessiva fotoriduzione di O2, che 
potrebbe potenzialmente generare un eccesso di AOS (specie attive 
dell’ossigeno) attraverso il ciclo di Mehler–Asada, ma nessuno di essi può 
isolatamente prevenire la fotoinibizione in condizioni di alti livelli di 
irraggiamento (Osmond et al., 1997). Il ciclo di Mehler–Asada, ad esempio 
accetta elettroni da H2O a livello del PSII e li trasporta al PSI, consumando O2 e 
producendo simultaneamente H2O, ed impedendo così la diffusione di anione 
superossido (O2
−) e perossido di idrogeno (H2O2) nello stroma. Gli elettroni 
trasportati a O2, che funge da loro accettore, ammontano al 10–50% della 
capacità di trasporto elettronico totale, variando in base alla specie ed 
all’intensità luminosa (Asada, 1999). E’ comunque accertato che questa 
quantità è inadeguata per prevenire la fotoinattivazione della catena di trasporto 
17 
 
elettronica e che la fotorespirazione rimane quindi essenziale (Osmond et al., 
1997). Anche provocando la produzione di ROS, l’O2
 
è essenziale per evitare il 
danno ossidativo, in quanto la sua mancata disponibilità come accettore di 
elettroni nel PSI nel ciclo di Mehler-Asada impedisce il flusso lineare di elettroni, 
e mantiene i trasportatori di elettroni nel loro livello ridotto, aspetto in grado di 
causare l’inibizione del PSII. La concentrazione di 1-2% di O2
 
libera le cellule 
dalla fotoinibizione, non abbastanza da permettere il ripristino dell’attività 
fotorespiratoria, ma sufficiente per il funzionamento del ciclo acqua-acqua, 
anche se non alla velocità massima (Asada, 1999). Un altro aspetto da 
considerare, parlando di radiazioni luminose, riguarda le caratteristiche 
intrinseche delle lunghezze d’onda che compongono l’intero spettro. Tra 
queste, infatti, particolare attenzione rivestono le radiazioni UV soprattutto UV-B 
(λ compresa tra 280 e 315 nm) e UV-C (λ inferiore a 280 nm); da tempo infatti 
sono noti gli effetti deleteri sui sistemi biologici che queste ultime sembrano 
causare. Peraltro, lo spettro luminoso non rimane costante durante tutto l’anno; 
la frazione di radiazioni UV rimane bassa durante l’inverno per raggiungere il 
suo massimo nei periodi estivi quando, inoltre, causa il cielo quasi sempre 
terso, l’irradianza è massima. Si crea, quindi, una situazione particolarmente 
pericolosa per le piante che vedono gli effetti dell’elevata irradianza sopra citati 
sommarsi a quelli derivanti da esposizioni a raggi UV. 
Negli ultimi anni la riduzione dell’ozono troposferico dovuta essenzialmente 
a fenomeni antropici, come l’accumulo di clorofluorocarburi in questa fascia di 
atmosfera, ha accentuato il problema (Caldwell et al., 1989); l’ozono, infatti, pur 
essendo un potente agente ossidante, al di fuori della biosfera esercita 
un’azione schermante ed attenuante delle radiazioni UV-B e UV-C. Restano 
esclusi i raggi UV-A che non vengono filtrati, ma che per la loro bassa energia 
possono causare solo lievi danni ai sistemi biologici (McFarland e Kaye, 1992). 
L’azione mutagena a carico del DNA ed altri effetti fisiologici sono i principali 
effetti dell’esposizione a queste radiazioni. Per quanto concerne i danni al DNA 
da menzionare senz’altro la possibilità che tali radiazioni possano causare 
dimeri di basi pirimidiniche (Peak e Peak, 1986) oltre che lesioni dirette atte ad 
interrompere la doppia elica (Jackson, 1987); queste reazioni possono portare, 
rispettivamente, all’insorgere di reazioni a cascata di errata replicazione oppure 
interrompere definitivamente le replicazione se in un punto si deteriora il 
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filamento “stampo”. Pur esistendo meccanismi di foto-riparazione (es. foto-
tiolasi), gli effetti possono essere devastanti, se non efficacemente controllati, e 
si possono generare addirittura cellule cancerogene (McLennan, 1987; Pang e 
Hays, 1991). I danni di natura più prettamente fisiologica riguardano, invece, la 
riduzione della biomassa (Tevini et al., 1981; Lydon et al., 1986; Sullivan e 
Teramura, 1988), la diminuzione della germinazione del polline (Flint e 
Caldwell, 1984), la riduzione della capacità di competere con piante infestanti 
(Barnes et al., 1990), la deformazione dell’epidermide (Tevini et al., 1981) e 
cambiamenti nella conformazione cuticolare (Tevini e Steinmuller, 1987). 
Inoltre, poiché le radiazioni UV-B sono coinvolte nel fenomeno della 
fotomorfogenesi, possiamo assistere ad una errata risposta da parte dei 
fitocromi con conseguente sviluppo irregolare della pianta (Pratt e Butler, 1970). 
 
1.5 Stress ossidativo  
I radicali liberi sono, per definizione, specie chimiche molto reattive per la 
presenza di uno o più elettroni spaiati; questo rende la molecola altamente 
reattiva, energizzata ed instabile dal momento che cercherà di cedere o, come 
più comunemente avviene, di acquistare un elettrone a spese di un’altra 
molecola, al fine di ottenere un assetto stabile.  
I radicali che si possono spontaneamente formare nei sistemi viventi 
sono numerosi, e quelli di maggiore interesse biologico sono le Specie Reattive 
dell’Ossigeno (ROS), cioè quelli nelle quali l’elettrone spaiato è sull’ossigeno 











ROO) e alcossile (
.
RO). Esistono anche Specie Reattive 
dell’Azoto (RNS) quali l’ossido nitrico (NO), il biossido d'azoto (NO2) e il 
perossido nitrico (OONO-); queste molecole, pur potendo essere paragonabili 
per pericolosità alle ROS, sono molto meno frequenti nelle piante rispetto ad 
animali e microrganismi in quanto l’ossigeno risulta molto più abbondante 
dell’azoto nei sistemi vegetali e coinvolto in un maggior numero di reazioni.  
L’ossigeno si trova in natura sotto forma di molecole biatomiche che 
presentano due elettroni spaiati di spin uguali sistemati su due orbitali diversi 
(tripletto), e che quindi possiedono caratteristiche paramagnetiche. Questa 
caratteristica rende l’ossigeno particolarmente propenso a formare legami 
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covalenti, ma, in caso di riduzione incompleta, si possono generare le ROS. I 
radicali reagiscono velocemente con altri composti, per acquisire gli elettroni 
necessari alla stabilità chimica. Questi composti perdono quindi il loro elettrone 
e divengono essi stessi radicali, iniziando una reazione a catena.  
Quando questo processo prende il via si determina nella cellula una 
cascata di reazioni che inizia con la perossidazione dei lipidi di membrana e la 
sua destabilizzazione e continua con l’ossidazione di altri componenti cellulari 
come proteine e DNA, fino alla distruzione dell’intera cellula.  
Le molecole radicaliche possono prendere parte a molteplici reazioni che 
variano a seconda del comparto o dell’organello cellulare in cui si originano e 
dei sistemi antiossidanti presenti, delle molecole che aggrediscono, dalle 
condizioni idriche e nutritive della cellula, ecc. Anche molecole non radicaliche, 
come il perossido d’idrogeno (H2O2), possono innescare per la loro reattività 
reazioni che portano alla formazione di ROS (reazione di Haber-Weiss).  
Le cellule degli organismi fotosintetici sono maggiormente sottoposte al 
danno ossidativo poiché presentano concentrazioni di O2
 
molto alte dal 
momento che lo generano con la fotosintesi. In aggiunta le membrane 
tilacoidali, composte soprattutto da lipidi polinsaturi, molecole soggette a 
reazioni di perossidazione, e, numerosi pigmenti fotosintetici, che assorbono 
l’energia fotonica, il cui eccesso favorisce la produzione di ROS (Smirnoff, 







nelle cellule di mammifero sono rispettivamente 10-12-10-11 e 10-9-10-7
 
M, 
mentre nei tessuti vegetali in condizioni normali la concentrazione di H2O2
 
si 
aggira intorno a 5x10-6
 
M e può anche raggiungere il valore di 5x10-5
 
M. Valori, 
quindi, sensibilmente più alti rispetto a quelli delle cellule di mammifero (Møller, 
2001).  
Nel suo stato fondamentale, l’O2
 
è relativamente poco pericoloso, benché 
sia capace di dare origine a stati eccitati reattivi come radicali liberi e loro 
derivati. Ad esempio, nella fotosintesi, l’O2
 
può essere ridotto parzialmente con 






1.5.1. Anione Superossido 
Addizionando un elettrone nell’orbitale esterno di una molecola di O2 (reazione 
1), si ottiene il radicale superossido che è il primo prodotto della riduzione 
monovalente dell’ossigeno.  
 
Questo radicale può essere prodotto accidentalmente, a livello della 
catena di trasferimento elettronico cloroplastica per trasferimento di un elettrone 
dalla ferredossina direttamente all’ossigeno (reazione di Mehler) che quindi 
viene ridotto a radicale superossido. Il radicale superossido viene rapidamente 
dismutato in acqua ossigenata ed ossigeno, attraverso una reazione nella quale 
una molecola di superossido si ossida diventando ossigeno e l’altra molecola di 
superossido si riduce e si protona diventando acqua ossigenata (reazione 2). 
 
La reazione è tipicamente catalizzata dall’enzima superossido dismutasi. In 
realtà, il radicale superossido presenta una reattività piuttosto bassa, tanto che 
non rappresenta una sostanza eccessivamente tossica per l’organismo. La sua 
azione tossica dipende in larga misura dalla produzione di acqua ossigenata e 
dall'interazione con essa. In questo modo si genera il radicale idrossile (
.
OH), 
che è una delle specie radicaliche conosciute più reattive. 
 
1.5.2. Perossido d’Idrogeno 
Un altro prodotto della riduzione dell’ossigeno, pur non essendo un radicale, è 




) che può essere ottenuto mediante 
riduzione bivalente dell’ossigeno (reazione 3) o indirettamente, mediante 
riduzione univalente dell’O
2 







si forma come prodotto primario della riduzione 
dell’ossigeno da parte di numerose ossidasi la maggior parte delle quali è 
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localizzata a livello dei perossisomi. L’acqua ossigenata è una specie dannosa 
in quanto è capace di ossidare composti sulfidrici come i residui di metionina 
nelle proteine e di permeare le membrane organellari. La sua pericolosità non è 
dovuta ad un suo attacco diretto a livello dei componenti cellulari, bensì 
all’interazione con le forme ridotte di alcuni metallo-ioni come il ferro bivalente o 






possono, infatti, reagire nella reazione di Haber-Weiss 
per generare .OH, che attacca indiscriminatamente e rapidamente tutte le 
macromolecole, arrecando seri danni alle componenti cellulari, provocando 
lesioni del DNA e mutazioni, e causando, infine, disfunzioni cellulari irreparabili 
che conducono la cellula alla morte. 
 
L’entità del danno ossidativo dipende anche dalla presenza di ferro o altri 
metalli di transizione. L’ossigeno, pur favorendo i fenomeni ossidativi, non 
possiede un elevato potere ossidante (non strappa facilmente un elettrone da 
un substrato). Per questo motivo, nell’ossidazione di biomolecole, per il 
trasferimento di un elettrone dalla sostanza biologica all’ossigeno, debbono 
intervenire dei carrier di elettroni che in genere sono degli ioni di metalli di 
transizione nel loro stato di ossidazione più basso o degli enzimi, (come la 
ferredossina) che contengono ioni metallici nel loro sito attivo. Lo ione ferrico, 
infatti, può ridursi strappando l’elettrone spaiato all’ anione superossido 
(reazione 4). 
 
Lo ione ferroso può, però, reagire con H2O2
 
generando idrolisi radicale 
con formazione dello ione ossidrilico (reazione di Fenton), allo stesso modo 
della reazione di Haber-Weiss. 
 
E’ per questo motivo che lo ione ferrico e lo ione rameico sono molto 
tossici per la cellula, e sono quindi mantenuti a basse concentrazioni all’interno 




1.5.3. Radicale idrossilico  
Il radicale idrossilico si può anche generare per azione fotochimica sulla stessa 
acqua. Esponendo i tessuti corporei alle radiazioni gamma, la maggior parte 
dell’energia viene assorbita dall’acqua, essendo l’acqua la componente più 
abbondante. Questo provoca la rottura omolitica dei legami covalenti O-H, 
portando alla formazione di un radicale idrogeno e uno idrossilico (reazione 5): 
 
il radicale idrossilico è una specie altamente reattiva che può reagire 
velocemente, in meno di un millisecondo, con una molecola nelle immediate 
vicinanze attraverso tre tipi di reazioni: estrazione dell’idrogeno, addizione e 
trasferimento elettronico. L’estrazione dell’idrogeno può essere effettuata a 
livello delle membrane biologiche, dove il radicale idrossile risulta 
estremamente dannoso, a causa dell’attacco ossidativo sui lipidi poliinsaturi che 
innesca il processo autocatalitico di perossidazione lipidica. L’idrossiradicale 
può effettuare reazioni di addizione a doppi legami come quelli presenti nelle 
strutture aromatiche di purine e pirimidine, che troviamo a livello di RNA e DNA 
e dei nucleotidi in genere, e può attaccare gli zuccheri, come il deossiribosio o il 
ribosio. Quindi l’idrossiradicale può portare a diversi tipi di danni a livello degli 
acidi nucelici, che in ultima analisi si traducono in mutazioni, rottura della doppia 
elica e cancerogenesi.  
La reattività dell’idrossiradicale è talmente vasta che se questo radicale 
si forma nei sistemi viventi, lascia un segno nella cellula sotto forma di reazioni 
radicaliche libere a catena, in quanto reagisce immediatamente con qualsiasi 
molecola biologica nelle sue vicinanze, producendo dei radicali secondari di 
reattività variabile, che possono diffondere dal sito di origine determinando un 
danno a distanza. 
 
1.5.4. Radicale Perossilico e Alcossilico 
I perossiradicali sono il prodotto della reazione di radicali centrati al carbonio 





Queste specie radicaliche, per la loro elevata reattività, rappresentano la 
causa principale della propagazione delle catene di autossidazione (come la 
perossidazione lipidica) e reagiscono, per estrazione dell’idrogeno, portando 
alla formazione di alchilidroperossidi e un altro radicale che propaga la catena 
(reazione 7). 
 
Un aspetto importante della reattività dei perossidi radicali sono le 
reazioni di terminazione che possono avvenire tramite dimerizzazione del 
perossido a tetrossido (reazioni 8, 9, 10). 
 
Gli alcossi radicali, che richiamano molto da vicino l’idrossi radicale, 
hanno anche se con velocità più basse rispetto a quest’ultimo, un buon potere 
idrogeno estrattore compreso nell’intervallo di 105-108 M-1
 
s-1, ed una notevole 
capacità di addizionarsi ad un doppio legame, originando un radicale centrato al 
carbonio che, come è stato detto precedentemente, può essere l’origine di un 
nuovo perossiradicale quando reagisce con l’ossigeno. Anche le reazioni di 





Gli alcossiradicali che si formano per esempio durante la perossidazione 
lipidica, possono andare incontro a un reazione di β-scissione che porta alla 
formazione di composti contenenti gruppi carbonilici (soprattutto aldeidi e 
chetoni) ed idrocarburi (reazione 12). 
 
Quindi anche queste specie possono provocare danni non trascurabili 
durante le perossidazioni a livello cellulare. 
 
1.5.5. Ossigeno singoletto  
Un’altra forma reattiva dell’ossigeno che però non è un radicale è l’ossigeno 
singoletto. Questo è uno stato eccitato dell’ossigeno molecolare che si forma 
quando sufficiente energia viene assorbita dalla molecola di ossigeno in modo 
da attuare una inversione di spin di uno degli elettroni spaiati accompagnata da 
uno spostamento in un diverso orbitale. L’ossigeno singoletto viene considerato 
un forte ossidante in quanto possiede un potenziale redox di 0.79 V in H2O. 
Questo potenziale redox lo rende in grado di reagire con parecchie classi di 
composti, molte delle quali sono di interesse biologico. Ad esempio, può 
attaccare i doppi legami dei caroteni, delle clorofille e degli acidi grassi insaturi 
mediante reazioni di addizione con formazione di idroperossidi o endoperossidi 
che vanno poi incontro ad ulteriori stadi di degradazione. L’ossigeno singoletto 
danneggia anche le proteine, in quanto ossida soprattutto i residui di metionina, 
triptofano, istidina e cisteina. Per esempio, con l’istidina si ha la rottura 
dell’anello imidazolico (reazione 13). 
 
 
L’ossigeno singoletto è in grado di ossidare le basi puriniche e 
pirimidiniche provocando quindi danni anche al DNA.  
Nei sistemi biologici, l’ossigeno singoletto può formarsi per dismutazione 
spontanea del superossido radicale oppure per interazione di quest’ultimo con il 
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radicale idrossile o con l’acqua ossigenata. La tossicità del superossido radicale 
deve quindi anche essere riferita alla possibilità di agire da precursore di 
ossigeno singoletto. L’ossigeno singoletto si può anche formare durante il 
processo di perossidazione lipidica in cui sono presenti dei radicali perossilici 
intermedi che reagendo fra di loro formano un tetrossido che, decomponendosi 
produce ossigeno singoletto oltre a un composto carbonilico e ad un alcool o ad 
un perossido (reazione 9). L’ossigeno singoletto viene inoltre prodotto durante 
la reazione fra lo ione ipoclorito e l’acqua ossigenata attraverso l’enzima 
mieloperossidasi. 
 
1.6. Biogenesi delle ROS nei vari comparti cellulari 
Le maggiori fonti di ROS nelle cellule vegetali sono i cloroplasti, i mitocondri ed i 
perossisomi (Van der Bosch et al., 1992; Inzé e Van Montagu, 1995; Asada, 
1999). In questi organelli sono tipicamente presenti i trasferimenti di elettroni, 
che avvengono nella catena fotosintetica di trasporto elettronico nei cloroplasti 
(Figura 6) e nella catena respiratoria di trasporto elettronico nei mitocondri 
(Figura 7).  
In particolare i mitocondri, subito dopo i cloroplasti, sono il sito più 
importante per la produzione di ROS nelle cellule vegetali ed il più importante in 





Figura 6. Rappresentazione schematica della formazione di alcune ROS nel cloroplasto 
durante la fotosintesi. 
 
Le ROS svolgono tuttavia anche un ruolo positivo nella cellula in quanto 
coinvolte nella mediazione della comunicazione intra- ed intercellulare in 
seguito all’esposizione delle piante a stress ambientali e a patogeni (Noctor e 
Foyer, 1988). 
 
Figura 7. Rappresentazione schematica della produzione di alcune specie radicaliche 
dell’ossigeno che possono subentrare durante la fosforilazione ossidativa. 
 
Anche la polimerizzazione della lignina si basa sulla formazione e 
reazione di specie radicaliche (fenossiradicali dell’acido cumarilico, coniferilico, 
sinapilico). E’ chiaro che esiste un sottile sistema di regolazione dei sistemi 
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antiossidanti si trovano a dover discriminare tra la concentrazione delle ROS 
potenzialmente pericolose e quella alla quale le ROS sono utili messaggeri.  
All’interno del cloroplasto, soprattutto in condizioni di elevata irradianza e 
fotoassimilazione ridotta di CO2, l’eccesso di energia può indurre la formazione 
dell’ossigeno singoletto; la fotolisi parziale dell’acqua può generare, inoltre, 
intermedi radicalici (vedi Figura 7). Allo stesso modo il trasferimento parziale di 
elettroni all’ossigeno da parte del citocromo IV o erroneamente del UQH2
 
nella 
catena di trasporto elettronica mitocondriale possono generare intermedi come 
il radicale ossidrilico o l’anione superossido (vedi Figura 7).  
I perossisomi sono coinvolti essenzialmente in reazioni ossidative di acidi 
grassi (β-ossidazione); le catene alchiliche degli acidi grassi sono accorciate in 
modo sequenziale a blocchi di due atomi di carbonio alla volta che sono 
convertiti in acetil-CoA ed esportati dai perossisomi al citosol per essere 
riutilizzati in reazioni biosintetiche. La reazione è la medesima che avviene 
anche nei mitocondri. Nei perossisomi, tuttavia, generalmente vengono ossidati 
acidi grassi a catena più lunga rispetto ai mitocondri. I perossisomi partecipano 
inoltre anche alla fotorespirazione. Questi organelli contengono enzimi che 
usano l’ossigeno molecolare per rimuovere atomi di idrogeno da substrati 
organici specifici (sotto designati per R) in una reazione di tipo ossidativo che 
produce perossido di idrogeno (reazione 14). 
 
L’accumulo di H2O2 nei perossisomi viene rimosso dalla catalasi, 
l’enzima più abbondante in questo organello, che lo converte in acqua (reazione 
15). 
 
Raramente in condizioni di buona funzionalità, più frequentemente 
quando la pianta si trova in condizioni di stress, il perossido di idrogeno può 
accumularsi e attraversare la membrana del perossisoma causando danni in 
altri comparti cellulari. Inoltre, la ricchezza in ferro di questi organelli e la 
concomitante presenza di perossido di idrogeno, può generare, secondo la 
reazione di Haber-Weiss, radicali ossidrili; malgrado questi ultimi siano incapaci 
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di oltrepassare la membrana possono generare radicali lipidici e degradare 
quindi la membrana stessa dell’organello. 
 
1.7 Danni generati dalle ROS a carico di macromolecole organiche 
I danni causati dalle ROS possono riguardare diverse classi di macromolecole; 
nonostante questo, i più gravi sono sicuramente quelli a carico di acidi nucleici, 
acidi grassi e proteine. 
 
1.7.1. Danni a carico degli acidi nucleici 
Per quanto concerne i danni a carico degli acidi nucleici, i radicali liberi 
producono una serie di lesioni al DNA e alle nucleoproteine agendo sul ribosio, 
sulle basi azotate, sulle singole catene dell’elica, causando rotture, distorsioni 
della doppia elica e cross-link fra le basi azotate. Le specie reattive in grado di 
esplicare questa azione sono: l’ossigeno singoletto, i radicali idrossilici e 
alcossilici .RO (estremamente reattivi se generati vicino alla doppia elica) 
contrariamente al radicale superossido, gli idroperossidi dei lipidi e il perossido 
di idrogeno che non sono sufficientemente reattivi per attaccare il DNA. La 
trasformazione in radicale libero di una base purinica o pirimidinica, ancora 
situata nella sequenza di DNA, comporta una maggiore reattività con la 
trasformazione in un composto ossidato che darà origine ad una mutazione. Le 
basi pirimidiniche, che vengono attaccate in posizione 5-6 nel doppio legame, in 
presenza di ossigeno vengono trasformate in idroperossidi, mentre l'attacco alle 
basi puriniche, dove l’ossidazione è simile a quella delle pirimidine, porta alla 
formazione di idroperossidi instabili. Esiste anche la possibilità che un DNA 
radicale libero formi un legame covalente con un'altra molecola di DNA situata 
sullo stesso filamento o su un cromosoma diverso. Un altro sito d’attacco 
possono essere gli zuccheri, come il deossiribosio, che subisce un attacco 
radicalico in corrispondenza del carbonio 1, dove si forma un radicale libero, e 
in presenza di acqua si ha il distacco della base azotata e quindi la rottura della 
catena. 
 
1.7.2. Perossidazione lipidica delle membrane 
Gli acidi grassi rappresentano macromolecole estremamente importanti dal 
momento che sono i costituenti principali delle membrane biologiche insieme 
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alle proteine di membrana. Essi conferiscono fluidità e permeabilità selettiva 
alla cellula e mantengono separati comparti ed organelli.  L’attacco da parte di 
un radicale libero 
.
R ai lipidi polinsaturi, presenti nelle membrane biologiche, 
porta all’avvio del processo di perossidazione lipidica. Questo processo di 
deterioramento dipendente dall’.O2
- degli acidi grassi poliinsaturi porta alla 
compromissione dell’integrità delle membrane biologiche; infatti, l’ossidazione 
dei fosfolipidi danneggia la struttura delle membrane, alterandone la fluidità, la 
resistenza elettrica e le proprietà di fase. Il danno perossidativo della membrana 
può influire negativamente anche sull’attività respiratoria nei mitocondri, 
danneggiare i pigmenti e causare perdite della capacità carbonio-fissatrice nei 
cloroplasti. L’ossidabilità degli acidi grassi cresce con il numero dei doppi 
legami; quelli saturi e monoinsaturi sono poco ossidabili, quelli con due o più 
doppi legami sono tra le molecole più ossidabili presenti nei sistemi biologici.  
La perossidazione lipidica è una reazione radicalica a catena che può 
essere suddivisa in tre fasi: iniziazione, propagazione e terminazione (Figura 8). 
 
 
Figura 8. Schema della perossidazione lipidica. 
 
Durante la prima fase, l’estrazione dell’atomo d’idrogeno dal carbonio 
metilenico di un acido grasso poliinsaturo (LH) porta alla formazione di un 
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radicale libero centrato nel carbonio (
.
L), che, nella fase di propagazione in 
ambiente aerobio, reagisce con l’O2
 





LOO che può estrarre un atomo di idrogeno da un altro acido grasso 
poliinsaturo trasformandosi in idroperossido LOOH, con una struttura a dieni 
coniugati, e formando un nuovo radicale 
.
L che si comporta esattamente come il 
precedente innescando una reazione a catena. 
In particolari condizioni, si può avere un trasferimento dell’elettrone da 
parte di un’altra molecola, come uno scavenger, dove da .L si forma 
nuovamente un acido grasso in cui però la posizione del doppio legame è 
cambiata. 
La perossidazione lipidica, da questo punto di vista, dovrebbe progredire 
indefinitamente a seguito di una singola iniziazione, fino al completo consumo 
degli acidi grassi poliinsaturi. Ciò non avviene poiché i cicli di propagazione 
nelle membrane biologiche sono raramente più di due o tre, in quanto gli acidi 
grassi poliinsaturi non sono disposti in maniera contigua, ma generalmente 
sono distanziati da altri acidi grassi saturi, monoinsaturi o da colesterolo che 
interrompono la catena, definendo in tal modo la fase di terminazione del 
processo di perossidazione.  
Gli idroperossidi, principali prodotti della reazione di un acido grasso 
insaturo con l’ossigeno, subiscono successivamente una serie di reazioni di 
frammentazione, addizione, riarrangiamento e ciclizzazione, generando diversi 
prodotti carbonilici volatili e non (aldeidi e chetoni), biologicamente attivi e in 
grado di propagare il processo per ossidativo. Mentre i radicali perossilici non 
hanno una notevole mobilità, alcuni dei prodotti secondari, come la 
malonildialdeide (MDA), diffondono dal sito di produzione e possono estendere 
il danno ossidativo. La MDA essendo, quindi, un prodotto di decomposizione 
degli idroperossidi di acidi grassi poli-insaturi può essere considerata un 
conveniente bioindicatore della perossidazione dei lipidi (Bailly et al., 1996). La 
malonildialdeide è in grado, infatti, di reagire con i gruppi funzionali di diverse 
biomolecole, come i gruppi amminici e sulfidrilici, alterandone la struttura, e di 
formare addotti con le basi azotate degli acidi nucleici per formare, ad esempio, 
legami con deossiguanosina e alla deossiadenosina (Marnett, 1999) 
danneggiando il DNA e con proteine e fosfolipidi, esplicando un potere 
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mutageno/cancerogeno. La MDA, inoltre, reagisce con il DNA, ed inattiva la 
ribonucleasi e altri enzimi dei tessuti vegetali (Du e Bramlage, 1992).  
L’ossigeno, seppur non come radicale, in condizioni di abbondanza 
incrementa l’attività delle lipossigenasi (LOX; EC 1.13.11.12) enzimi coinvolti 
nella diossigenazione degli acidi grassi nei corrispondenti idroperossidi, come 
già visto, molecole molto dannose per la cellula. Le LOX catalizzano la reazione 
ossigenando acidi grassi polinsaturi (es. acido linoleico, linolenico e 
arachidonico) che contengono una struttura cis cis-1,4- pentadiene, producendo 
così i corrispondenti idroperossidi degli acidi grassi (Figura 9). Come già 
accennato, questi ultimi sono composti altamente reattivi, tossici per la cellula, e 
sono rapidamente degradati in metaboliti che portano alla produzione di 
jasmonato, acidi dienoici coniugati e aldeidi volatili, quali la malondialdeide (Bird 
e Draper, 1984; Siedow, 1991). 
Le lipossigenasi sono coinvolte, comunque, anche nelle fasi di crescita e 
di sviluppo, nella sintesi di molecole regolative (es. acido traumatico e acido 
jasmonico), nella senescenza e nella risposta delle piante a stress esogeni (es. 
reazioni ipersensibili successive all’attacco di patogeni) (Siedow, 1991). 
 
Figura 9. La reazione primaria catalizzata dalla lipossigenasi, utilizzando acido linoleico come 
substrato, indica due possibili prodotti derivanti quali gli acidi 9- e 13- idroperossilinoleico che 
possono originarsi dall’acido linoleico per incorporazione nella molecola di ossigeno molecolare 
e concomitante spostamento di un doppio legame (Siedow, 1991). 
 
Isoenzimi delle LOX, che variano nella loro specificità per il substrato e 
per l’optimum di pH, sono presenti nel citosol (Siedow, 1991), nei microsomi 
(Feussner e Kindl, 1994), nel plasmalemma (Macri et al., 1994) e nei corpi 
grassi (Rodríguez-Rosales et al., 1998).  
Molecole che derivano dalla degradazione degli acidi grassi possono, 
poi, fungere da ulteriori messaggeri secondari implicati nella trasduzione di altri 
32 
 
segnali metabolici; tale processo può dunque innescare una reazione a cascata 
in grado di amplificare il processo in modo che l’organismo o il tessuto 
interessato dallo stress possano porvi riparo in tempi ridotti. L’attività delle LOX 
è pressoché ubiquitaria nel regno vegetale, ma, nonostante i numerosi studi, il 
suo ruolo fisiologico nelle piante non è ancora stato pienamente compreso. 
Nelle piante sono presenti tre isoenzimi: LOX-1, LOX-2 e LOX-3. Sono proteine 
globulari, solubili in acqua, costituite da un singolo polipeptide associato ad un 
atomo di Fe(III), essenziale per la catalisi. LOX-3 è l’isoenzima più abbondante 
ed è quello che presenta la maggiore attività (Suzuki e Matsukura, 1997). Le 
LOX si dividono in solubili e associate alle membrane; queste ultime presenti 
soprattutto, ma non solo, nella frazione plastidiale. 
 
1.7.3. Danni a carico delle proteine 
L’inattivazione delle proteine strutturali ed enzimatiche viene spesso attribuita 
ad un danno ossidativo generato dai radicali liberi. Gli aminoacidi più sensibili 
all’azione dei radicali liberi sono quelli contenenti gruppi tiolici (cistina, cisteina e 
metionina), gruppi aromatici (fenilalanina, tirosina, istidina e triptofano) e residui 
di prolina ed istidina. I radicali liberi causano decarbossilazione e deaminazione 
delle proteine. La reazione tra i radicali liberi e le proteine (PH) inizia con 
l’estrazione di un atomo di idrogeno dalla proteina (P) con formazione di un sito 
radicalico a livello proteico, che può avvenire:  
• su un atomo di carbonio α della catena polipeptidica;  
• a livello dei residui laterali, come ad esempio nel residuo di cisteina, dove il 
gruppo sulfidrilico (-SH) può essere trasformato in un radicale tiile (-.S), che 
successivamente dimerizza formando un disolfuro.  
E’ in questo modo che i gruppi sulfidrilici di molti enzimi e proteine 
strutturali vengono ossidati e vengono alterate le loro vie metaboliche.  
Le proteine radicaliche hanno un’emivita molto breve e sono degradate 
da enzimi proteolitici mentre le proteine idroperossidi hanno un’emivita 
maggiore e potrebbero dare origine ad altre forme radicaliche.  
Da quanto detto, si evince che, sebbene l’O2
 
sia essenziale per l’esistenza e la 
sopravvivenza della vita aerobia, esso sottopone gli organismi viventi ad una 
varietà di minacce fisiologiche che globalmente prendono il nome di “stress 
ossidativo”. Queste minacce sono più nocive per le piante che non per gli altri 
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eucarioti a causa del fatto che sono organismi sessili e quindi non in grado di 
evitare i frequenti e continui cambiamenti ambientali nel quale esse vivono. 
 
1.8. Le ROS associate a condizioni di elevata intensità luminosa  
Come già accennato l’eccesso di assorbimento e flusso fotonico e la 
concomitante abbondanza di ossigeno possono causare la formazione di 
specie radicaliche durante il processo fotosintetico. Malgrado la regolazione 
dell’attività del PSII, la fotorespirazione e la dissipazione di energia radiante in 
eccesso sottoforma di calore possano attenuare il fenomeno, la loro formazione 
è inevitabile. Produzione di specie radicaliche si possono verificare anche nei 
mitocondri o nei perossisomi ma il cloroplasto rimane la maggior fonte di ROS 
nella cellula vegetale a partire almeno da tre diversi meccanismi:  
- la sovreccitazione, mediata dalla luce, della clorofilla a livello del 
fotosistema II (PSII);  
- la reazione di Mehler a livello del fotosistema I (PSI), in cui l’O2 viene 
ridotto direttamente dalla catena di trasporto elettronico  
- ed infine la fotorespirazione. In questo terzo caso la RubisCo, agendo 
come ossigenasi, porta alla sostanziale produzione di H2O2 
 
attraverso il processo di riciclo del fosfoglicolato (Mullineaux et al., 
2006).  
L’ossigeno singoletto, invece, può formarsi come prodotto di accumulo di 
energia radiante mentre l’anione superossido può generarsi per fotolisi parziale 
dell’acqua da parte PSII, oppure per riduzione incompleta da parte del PSI. In 
caso in cui l’entità del danno sia elevata, le ROS possono aggredire i 
componenti lipidici delle membrane tilacoidali portando l’organello a completa 
disgregazione e diffondendolo nel citosol causando ulteriori danni. 
 
1.9. Meccanismi di protezione 
Nel corso dell’evoluzione le piante hanno saputo convivere ed adattarsi alle 
diverse condizioni di stress. Molte delle risposte attuate dalle piante possono 
essere comuni a più di uno stress proprio perché l’ottimizzazione delle vie 
metaboliche permette il risparmio di risorse idriche ed energia da parte della 
pianta. Molto spesso, infatti, solamente i pathway terminali si diversificano in 
modo specifico a seconda del tipo di stress a cui la pianta è sottoposta. 
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Perlopiù, molti degli stress, possono creare i medesimi squilibri, pertanto, per 
contrastarli possono essere attivati meccanismi di cross-response. 
 
1.9.1 Fotorespirazione  
Le piante C3 devono il loro nome al fatto che la prima molecola organica 
sintetizzata è costituito da un intermedio a 3 atomi di carbonio, il 3-
fosfoglicerato (3-PGA). Il 3-PGA è il primo intermedio che viene sintetizzato nel 
ciclo di Calvin-Benson a partire di ribulosio-1,5-bisfosfato che, reagendo con la 
CO
2
, dà origine a due molecole di trioso che viene ridotto poi a gliceraldeide-3-
fosfato (3-GAP), utilizzata come molecola base per la sintesi di zuccheri o acidi 
grassi o amminoacidi. Le reazioni qui brevemente descritte utilizzano NADPH e 
ATP prodotti nella fase luminosa. I prodotti finali della fotosintesi, quindi, 
svolgono un ruolo di fondamentale importanza nei processi dell'anabolismo 
degli organismi autotrofi. La reazione di carbossilazione è catalizzata 
dall’enzima RubisCo ed ha luogo completamente all’interno del cloroplasto. 
Questo enzima ha una duplice funzione catalitica in quanto oltre alla reazione di 
carbossilazione appena descritta, può catalizzare anche reazioni di 
ossigenazione. L’affinità dell’enzima per la CO2 è circa dieci volte superiore a 
quella per l’O2, quindi, in condizioni normali l’azione carbossilasica è favorita.  
In condizioni di eccesso di ossigeno o in condizioni di stress che limitino 
l’ingresso di CO2, come lo stress idrico oppure temperature elevate connesse 
anche ad elevata irradianza, l’enzima tende, tuttavia, a preservare il cloroplasto 
dall’eccesso di ossigeno in grado di generare in queste condizioni specie 
radicaliche, andando ad ossigenare una molecola di ribulosio-1,5-bisfosfato 
scisso poi in una molecola di 3-PGA ed una di 2-fosfoglicolato. Il 3-PGA 
procede verso il ciclo di Calvin, ma il 2-fosfoglicolato necessita di essere 
ulteriormente processato per evitare che due atomi di carbonio vengano “persi” 
sotto forma di molecola organica altrimenti inutilizzata e peraltro tossica per la 
cellula. La pianta, infatti, non può permettersi di dissipare i carboni derivanti 
dalla CO2, a maggior ragione se la disponibilità di questo gas è molto bassa.  
Il ripristino di questi due atomi di carbonio avviene, in sequenza, nel 
cloroplasto, nel perossisoma e nel mitocondrio in un processo che nel 
complesso prende il nome di fotorespirazione. Alla fine da due molecole di 
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glicolato di partenza (4 atomi in tutto di carbonio) nel cloroplasto tornano 3 
atomi di carbonio sottoforma di 3-fosfoglicerato; viene perso quindi solo il 25% 
del carbonio e viene consumata ATP (Figura 10). Nel processo inoltre viene 
anche dissipata energia e potere riducente che in carenza di anidride carbonica 
ed elevata luminosità risultano in surplus. Il processo rappresenta un 
meccanismo di dissipazione del potere riducente che potrebbero causare danni 
al cloroplasto in primo luogo, ma anche all’intera cellula.  
Questo processo riduce l’efficienza fotosintetica almeno del 20% e tale 
valore tende ad aumentare in maniera direttamente proporzionale all’aumento 
della temperatura e dell’irradianza. 
 
 
Figura 10. Processo della fotorespirazione. Il glicolato nel perossisoma viene ossidato a 
gliossilato e amminato a glicina; l’amminoacido, transitando nel mitocondrio, viene 
decarbossilato a serina e torna nel perossisoma per essere deaminato a idrossipiruvato. 
Sempre nel perossisoma viene ridotto a glicerato e torna come 3-PGA nel cloroplasto con 




1.9.2. Regolazione  dei complessi antenna e dissipazione dell’energia in 
eccesso sottoforma di calore 
La fotoprotezione è costituita da molteplici risposte che richiedono tempi diversi 
per la loro attivazione. L’energia luminosa assorbita da una molecola di clorofilla 
in una foglia può sinteticamente procedere attraverso tre vie:  
• utilizzata nella fotosintesi (decadimento fotochimica);  
• dissipata sotto forma di calore (decadimento non radiativo);  
• riemessa come fluorescenza (decadimento radiativo).  
Questi tre processi avvengono in competizione tra loro, in modo che 
qualsiasi variazione di efficienza di uno dei tre implicherà una variazione di resa 
negli altri due. Al primo punto appartengono in genere risposte a lungo termine 
che adattano la struttura del cloroplasto alle condizioni medie di crescita 
dell’organismo sul lungo periodo. Ad esempio, quando le piante si trovano in 
condizioni di luce molto bassa, possono aumentare la loro capacità di assorbire 
luce sintetizzando le proteine coinvolte nei complessi antenna o LHC (Light 
harvesting complex) le quali aumentano l’efficienza di assorbimento della luce e 
trasferiscono l’energia catturata ai fotosistemi. Al contrario, se la luce è in 
eccesso e può causare sovraeccitazione e stress ossidativo, le proteine delle 
antenna vengono degradate, diminuendo pertanto il numero di fotoni assorbiti 





Figura 11. Regolazione della fotosintesi in risposta alle condizioni ambientali. A lungo termine 
le piante rispondono alla bassa luce incrementando l’efficienza di assorbimento della luce 
tramite accumulo di proteine (LHC), che la assorbono e trasferiscono l’energia ai fotosistemi. In 
condizioni di luce elevata, viceversa, l’accumulo di queste proteine è ridotto. A più breve 
termine, esistono delle risposte che, in pochi secondi, attivano la dissipazione dell’energia in 
eccesso come calore, per evitare la formazione di specie reattive dell’ossigeno. 
 
Tale meccanismo richiede la regolazione della trascrizione e della 
traduzione dei geni codificanti per queste proteine e necessita di diversi giorni 
per essere attivato. Il risultato è che una pianta può adattarsi perfettamente a 
qualsiasi condizione di luce costante ed essere molto efficiente, purché abbia a 
disposizione qualche giorno di tempo per l’adattamento.  
Purtroppo, questa possibilità non esiste in natura: ogni giorno la luce è 
bassa all’alba e al tramonto, mentre è alta nelle ore centrali della giornata. 
Variazioni ancora più rapide avvengono col passaggio di una nuvola o quando 
le fronde sovrastanti sono mosse dal vento. Nessun processo di sintesi o 
degradazione proteica può essere così veloce e, in ogni caso, degradare le 
antenne e ri-sintetizzarle dopo poche ore o addirittura minuti sarebbe troppo 
dispendioso. Se le antenne non possono essere distrutte, allora la luce sarà 
comunque assorbita, anche quando non ce n’è bisogno. 
L’unica opzione restante è quella di dissipare l’energia in maniera non 
dannosa, ad esempio sotto forma di calore. I meccanismi che attuano questa 
funzione possono essere attivati in pochi minuti e di fatto modulano l’efficienza 
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con cui l’energia assorbita dalle proteine-antenna viene poi utilizzata dai 
fotosistemi.  
Nelle condizioni in cui la luce è così bassa da limitare la crescita, 
l’efficienza è massima, mentre in eccesso di luce l’energia può essere dissipata 
in un fenomeno denominato non-photochemical quenching (NPQ), ovvero 
dissipazione non fotochimica dell’energia. La differenza tra i due processi è che 
mentre la regolazione adattativa dei LHC dà origine a reazioni chimiche 
(trasporto di elettroni, sintesi di nuove molecole), il secondo produce solo calore 
ed è quindi non-fotochimico. La capacità di attivare il NPQ si è rivelata 
particolarmente importante nelle piante che vivono in ambiente terrestre, dove 
lo stress ossidativo è maggiore rispetto all’ambiente acquatico.  
La dissipazione dell’energia sottoforma di calore avviene grazie alla 
presenza di una proteina Psbs localizzata a livello tilacoidale, pH-dipendente, la 
quale sarebbe in grado di influenzare i complessi antenna che 
rappresenterebbero le vere molecole dissipatrici di calore. Le proteine LHC 
hanno quindi una doppia funzione: una di raccolta della luce, preponderante in 
condizione di luce limitante, e una di dissipazione termica, ad elevata intensità 
luminosa. Questa doppia funzione è resa possibile dalla loro capacità di 
assumere due conformazioni distinte a seconda delle condizioni, e il passaggio 
dall’una all’altra è indotto dal sensore PsbS.  
Delle due conformazioni in cui si possono trovare le proteine LHC, quella 
indotta dall’attivazione di PsbS consente la formazione di una specie chimica 
transitoria: il radicale cationico di un carotenoide (in genere zeaxantina). 
L’attivazione della proteina PsbS avviene in seguito ad acidificazione del lumen 
per eccesso di attività delle pompe protoniche in caso di elevata intensità 
luminosa; la stessa diminuzione di pH induce anche la protonazione delle 
proteine LHC provocando il distacco di una parte di esse dal PSII. Per 
attrazione elettrostatica avviene l’incontro tra una molecola di carotenoide e una 
di clorofilla (circondata dai residui protonati delle proteine LHC) e questo 
permette lo scambio di calore.  
Questa specie si forma ricevendo l’energia della clorofilla eccitata in 
pochi picosecondi e decade rapidamente dissipando calore. In questo processo 
l’interazione tra una clorofilla allo stato eccitato e un carotenoide porta alla 
formazione di due specie radicaliche: una clorofilla carica negativamente (chl–) 
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e un carotenoide (generalmente violaxantina) con una carica positiva (car+). 
Queste specie ritornano poi allo stato neutro tramite un processo di 
ricombinazione di carica, grazie al quale entrambe le molecole ritornano al loro 
stato iniziale. La reazione non ha quindi nessun prodotto netto e l’unico effetto è 
la dissipazione di energia. 
Il trasferimento di energia da una molecola di clorofilla ad un carotenoide, 
rappresenta solamente una parte del ruolo e dei meccanismi di modulazione di 
energia luminosa ascrivibili a queste molecole. I carotenoidi, infatti, possono 
anche assorbire determinate lunghezze d’onda in caso di condizioni di bassa 
intensità luminosa e trasferirle alle molecole di clorofilla. L’aspetto più 
importante sembra essere, però, il loro coinvolgimento come fotoprotettori 
implicati ad esempio all’interno della serie di reazioni biochimiche note come 
ciclo delle xantofille.  
Il sistema consiste nella de-epossidazione reversibile del carotenoide 
violaxantina (V) in anteraxantina (A) e infine zeaxantina (Z) causata 
dall'acidificazione del lume del cloroplasto; come già accennato situazione che 
si manifesta in eccesso di energia luminosa (Figura 12). Questa reazione è 
catalizzata dall’enzima violaxantina de-epossidasi (VDE) che è attivato a pH 
bassi (intorno a 5). La reazione inversa è invece catalizzata dall’enzima 
zeaxantina epossidasi (ZE) che ha il suo optimum a pH intorno a 8. 
Ad elevata irradianza, dunque, l’elevato turn-over di interconversione di 
violaxantina in zeaxantina, concomitante alla protonazione di molecole di 
clorofilla, facilita il loro incontro dal quale scaturisce il trasferimento di calore.  
Peraltro, la conversione in zeaxantina tende a riequilibrare il pH poiché nella de-
epossidazione della violaxantina vengono utilizzati, accoppiati ai protoni 
disponibili nel lumen, l’ossigeno del gruppo epossidico che diventa gruppo 





Figura 12. (A sinistra) La concentrazione di violaxantina, zeaxantina e anteraxantina nel corso 
delle ore del giorno è influenzata dai livelli di irraggiamento a cui è sottoposta una pianta. (A 
destra) Ciclo delle xantofille, con trasformazione reversibile della violaxantina in zeaxantina e 
viceversa. 
 
Dalla reazione si liberano molecole d’acqua, aspetto che rende ancora più 
affascinante il meccanismo; infatti ad elevata luminosità la pianta spesso si 
trova anche in carenza idrica e queste reazioni, oltre a dissipare energia e 
riequilibrare il pH, provvedono alla reidratazione dell’organello. 
 
1.9.3. Heat shock protein  
L’esposizione ad elevate irradianze può causare negli organismi vegetali un 
accumulo di energia sottoforma di calore, oltre che di potere riducente. Per 
questi motivi, soprattutto per periodi di esposizioni prolungate, la pianta può 
essere indotta ad una riprogrammazione delle attività cellulari, caratterizzata, ad 
esempio, dalla sintesi di una particolare classe di proteine, che prendono il 
nome di “heat shock proteins” (HSP). Diversi studi dimostrano che il normale 
meccanismo di splicing può essere inibito da un’esposizione al calore, o 
comunque risultare compromesso ed originare proteine non funzionali. 
Probabilmente, le HSP non risentono di questa inibizione del trascritto in quanto 
i geni da cui derivano generalmente non possiedono introni.  
Le HSP sono una famiglia di proteine presenti nelle cellule di tutti gli 
esseri viventi e sono sintetizzate in seguito ad un’esposizione a vari tipi di 
stress ambientale, come calore, freddo, elevata concentrazione di composti 
tossici o salini e anossia. Esse si accumulano in maniera proporzionale al livello 
41 
 
di stress e in quantità sufficiente per proteggere le cellule e garantire livelli più 
alti di termotolleranza.  
Nella maggior parte degli organismi queste proteine sono raggruppate in 
alcune classi in base alla loro massa molecolare: in letteratura troviamo 
HSP100, HSP90, HSP70, HSP60 e le piccole HSP (small-HSP; 30-15 kDa). 
Queste proteine sono tutte funzionalmente correlate all’ampio gruppo dei 
chaperoni molecolari, in quanto agiscono proprio come “chaperonine”, 
assicurando la forma corretta (folding) delle proteine cellulari. A causa delle 
denaturazione indotta dal calore, infatti, la frazione di substrati per i chaperoni 
aumenta notevolmente e quindi il loro pool deve essere “rifornito” anche da 
proteine di nuova sintesi, come proprio le HSP.  
Le HSP100 vegetali sono proteine ATP-dipendenti indotte da una grande 
varietà di stress abiotici e sono distribuite sia nel citosol che negli organelli con 
picchi di espressione corrispondenti a stadi discreti dello sviluppo oppure 
specifici per organi. Piante di Arabidopsis ingegnerizzate per ridotta 
espressione di HSP101 mostrano sostanziali difficoltà nell’acquisire tolleranza a 
stress termici mentre, per converso, l’espressione costitutiva di HSP101 
migliora significativamente la resistenza ad estremi di temperatura (Shingo et 
al., 2010). 
 
1.9.4. Sistemi di difesa antiossidanti 
A causa della loro tossicità nella cellula, le ROS sono efficacemente eliminate 
da molecole antiossidanti ad azione non-enzimatica (α-tocoferolo, β-carotene, 
composti fenolici, ascorbato, glutatione) (Smirnoff, 2000; Foyer et al., 2001) 
oltre ad enzimi debitamente deputati a tale funzione (Smirnoff, 1993; Noctor e 
Foyer, 1998).  
Il sistema enzimatico include la superossido dismutasi (SOD; EC 
1.15.1.1), che catalizza la dismutazione di .O2
-
 
in H2O2, insieme alla catalasi 
(CAT; EC 1.11.1.6), alla perossidasi guaiacolo-dipendente (POD; EC 1.11.1.7) 
ed agli enzimi del ciclo ascorbato-glutatione, quali l’ascorbato perossidasi (APX; 
EC 1.11.1.11), che eliminano H2O2 
 





Figura 13. Meccanismo enzimatico del sistema foto-riducente di O2 ad H2O nel ciclo di 
detossificazione antiossidativo di Mehler-Asada e microcompartimentalizazione degli enzimi 
che vi partecipano. .O2
–
 è foto-prodotto direttamente nel complesso del fotosistema I (PS I) o 
indirettamente mediante un fattore stromatico (SF). Un possibile candidato per SF è la MDHAR. 
Il sistema di detossificazione tilacoidale è composto da Cu/Zn-SOD presente sulla superficie dei 
tilacoidi (in molte piante Cu/Zn-SOD è sostituita da Fe-SOD), APX legata ai tilacoidi (t-APX) e 
ferredossina (Fd). Fd ricuce il monodeidroascorbato (MDHA) direttamente ad ascorbato (AsA). 
Il sistema di detossificazione stromatica è composto da Cu/Zn-SOD situata nello stroma, APX 
stromatico (s-APX), MDHAR, DHAR e GR. NAD(P)H per la riduzione di MDHA e 
deidroascorbato (DHA) è foto generato per mezzo della ferredossina-NADP+-ossidoriduttasi 
(FNR). MDHA è anche generato nel lume nella reazione della violaxantina de-epossidasi e 
quando AsA dona elettroni a PS II o a PS I. MDHA è rapidamente disproporzionato nel lume e 
DHA penetra dal lume attraverso le membrane tilacoidali ed è ridotto a AsA per mezzo del 
sistema di detossificazione stromatico (da Asada, 1999). 
 
Anche enzimi non direttamente coinvolti nel metabolismo primario come 
quelli sopra elencati possono partecipare alla detossificazione di specie reattive 
dell’ossigeno. Ad esempio le isoforme della famiglia della polifenolo ossidasi 
(PPO; EC 1.30.3.1) sono presenti soprattutto nel lume tilacoidale, dove 
ossidano i substrati orto-difenolici a orto-chinoni (Espín et al., 1997; Kuwubara e 
Katoh, 1999) e sono quindi coinvolti nel metabolismo dei fenoli, che hanno 
un’azione antiossidante non enzimatica in quanto sono capaci di cedere 
elettroni a molecole parzialmente ossidate, come le ROS, riportandole in una 




Figura 14. La catena di trasporto di elettroni nella membrana interna dei mitocondri delle cellule 
vegetali. Gli enzimi specifici delle piante sono mostrati in arancione. Sono anche indicate 
pompe protoniche dei complessi I, III e IV (per 2e
-
), gli inibitori dei complessi I, III e IV, e i due 
principali siti di produzione di AOS (complessi I e III). Poiché UQ è legato a due siti nel 
complesso III, uno vicino alla superficie interna della membrana mitocondriale interna (IMM), 
l’altro vicino alla superficie esterna, le AOS potrebbero essere prodotte su entrambi i lati della 
IMM. Abbreviazioni: C I-C IV = complessi respiratori; CI = complesso I, NADH deidrogenasi; C II 
= succinato deidrogenasi; C III = ubichinolo-citocromo bc1 reduttasi; C IV = citocromo c 
ossidasi; cyt = citocromo; succ. = succinato; SHAM = acido salicilidrossamico (da Møller, 2001). 
 
1.9.4.1. Catalasi (CAT) 
Le CAT sono enzimi contenenti un gruppo eme e particolarmente abbondanti 
nei gliossisomi, dove eliminano H2O2
 
generato dalle ossidasi coinvolte nella β-
ossidazione degli acidi grassi, e nei perossisomi delle foglie verdi, dove 
distruggono H2O2 prodotto dall’ossidazione del glicolato durante la 
fotorespirazione (Havir e McHale, 1987).  
Le CAT sono presenti nella matrice dei mitocondri di mammifero, ma 
ancora non si sa se esse siano presenti anche nei mitocondri delle cellule 
vegetali (Møller, 2001). Esse esercitano una duplice funzione:  
1) decompongono H2O2
 






2) ossidano un donatore di elettroni (es. etanolo, metanolo o acido 




La prima reazione è predominante e dipende dalla concentrazione del 
donatore di H+
 
e dalla concentrazione o dal tasso di produzione di H2O2 nel 
sistema; le reazioni perossidative sono invece relativamente lente (Aebi, 1984). 
A discapito della sua collocazione molto ristretta, la CAT può avere un ruolo 
fondamentale contro lo stress ossidativo, poiché l’H2O2 
 
può facilmente 
diffondere attraverso le membrane (Mehlhorn et al., 1996). 
 
1.9.4.2. Superossido dismutasi (SOD) 
Le SOD sono proteine in grado di eliminare molto efficacemente l’.O2
-
 
catalizzando la reazione di dismutazione di tale radicale anionico a O2 e H2O2
 
mediante le seguenti reazioni: 
 
 
dove le forme SOD-Cu (II) e SOD-Cu (I) rappresentano rispettivamente 
l’enzima ossidato e ridotto. Le tre isoforme di SOD conosciute sono classificate 
in base al loro cofattore metallico: rame e zinco nelle Cu/Zn-SOD, manganese 
nelle Mn-SOD e ferro nelle Fe-SOD. Le Cu/Zn-SOD possono essere sia 
plastidiali che citosoliche, le Fe-SOD sono localizzate esclusivamente nei 
cloroplasti e le Mn-SOD nei mitocondri (Jackson et al., 1978; Bowler et al., 
1992); questi ultimi sono isoenzimi molto efficaci per eliminare l’.O2
-
 
e i loro geni 
codificanti sono indotti dallo stress idrico, sebbene simultaneamente aumenti 
anche la loro velocità di ricambio (Møller, 2001). Le Cu/Zn-SOD, come la 
maggior parte delle Mn-SOD e Fe-SOD procariotiche, sono dimeri, e 
precisamente omodimeri contenenti un atomo di Cu ed uno di Fe in ciascuna 
delle due subunità, mentre le Mn- SOD presenti nei mitocondri e in alcuni 
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batteri sono tetrametri. Da quanto detto, la SOD è l’unico enzima in grado di 
regolare le concentrazioni di l’.O2
-
 
e H2O2, i due substrati della reazione di 
Haber-Weiss, ed è quindi fondamentale nei meccanismi di difesa, come ad 
esempio la sintesi della lignina, attivate da molecole radicaliche.  
Le SOD sono presenti in tutti gli organismi aerobi, ad eccezione di rarissimi 
casi, e in tutti i compartimenti cellulari in cui lo stress ossidativo può comparire; 
il numero di isoenzimi, inoltre, varia fortemente da pianta a pianta, come anche 
l’abbondanza relativa di ognuno di esso. Tutte le isoforme sono codificate nel 
nucleo e, quando necessario, sono trasportate agli organelli per mezzo di 
sequenze segnale NH2-terminali (Bowler et al., 1992). 
 
1.9.4.3. Ascorbato perossidasi (APX) 
Le perossidasi rappresentano una classe di glicoproteine contenenti Fe 
appartenenti alla famiglia enzimatica delle ossidoriduttasi. Sono enzimi che 
utilizzano substrati in grado di fornire elettroni per ridurre molecole di perossido 
di idrogeno in acqua secondo la seguente reazione generale (reazione 21): 
 
A seconda del substrato che utilizzano preferenzialmente e con maggior 
affinità, assumono nomi diversi nella nomenclatura enzimatica; le POD, ovvero 
le perossidasi guaiacolo-dipendenti, utilizzano quest’ultimo come substrato per 
il potere riducente per la catalisi in maniera preferenziale anche se possono 
utilizzare una gamma di substrati come donatori di elettroni, tra cui l’acido 
indolacetico (IAA), il quale viene ossidato per mezzo di ossigeno molecolare 
(Ricard e Job, 1974), e sono quindi coinvolte nel catabolismo dell’auxina 
(Shinshi e Noguchi, 1975). Di seguito la reazione catalizzata da POD: 
 
Le APX, invece, sono altamente specifiche per l’acido ascorbico (ASA) 
quale donatore di elettroni secondo la reazione: 
 
ma possono anche utilizzare il guaiacolo, pirogallolo o altri substrati, anche se 
con bassa affinità (Mehlhorn et al., 1996).  
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Le POD sono generalmente situate nel vacuolo, nell’apoplasto e nel 
citosol, mentre non sono presenti nei cloroplasti; insieme alle APX, sono 
coinvolte nella detossificazione di H2O2 
 
sia all’interno della cellula che 
nell’apoplasto. Gli isozimi della APX sono generalmente presenti nei cloroplasti, 
ma ne esistono anche isoforme nei microsomi e nei perossisomi, come anche 
isoenzimi nel citosol e nell’apoplasto (Asada, 1999; Ohya et al., 1997; Noctor e 
Foyer, 1998). Wang et al. (1999), inoltre, hanno recentemente studiato le 
proprietà antiossidanti di una forma di APX legata alle membrane dei 
perossisomi. L’APX è un enzima molto labile, se confrontato con POD, ed è 
inattivato ad alte concentrazioni di H2O2. 
Le isoforme di APX all’interno dei cloroplasti, insieme alle SOD, alla 
MDHA reduttasi, alla deidroascorbato reduttasi e alla glutatione reduttasi, 
costituiscono il maggiore sistema di difesa contro le ROS prodotte dalla catena 
di trasporto elettronico presente nei cloroplasti (Inzé e Van Montagu, 1995; 
Morell et al., 1997; Foyer e Mullineaux, 1998; Asada, 1999). Le APX sono, 
quindi, gli enzimi chiave nella detossificazione di H2O2 
 
nel cloroplasto, poiché in 
questo organulo non è presente la CAT.  
La situazione nei mitocondri delle cellule vegetali è meno chiara rispetto 
a quella dei cloroplasti, sia per la minore quantità di studi a proposito che per il 
possibile contributo di enzimi ancora non ben identificati. Si possono ad ogni 
modo trarre delle conclusioni generali sui pochi dati finora a disposizione: (i) i 
mitocondri delle cellule vegetali producono sia l’.O2
-
 
che H2O2 a tassi uguali o 
maggiori rispetto ai mitocondri di cellule di mammifero, sia su base assoluta che 
in base percentuale del tasso di trasporto elettronico; (ii) i mitocondri delle 
cellule vegetali in stato di attiva respirazione producono ROS a tassi 
abbastanza alti; (iii) se i componenti della catena di trasporto elettronica 
mitocondriale si trovano nel loro stato ridotto si verifica una maggiore 
produzione di ROS. Nei mitocondri delle cellule vegetali potrebbe funzionare il 
ciclo di Mehler-Asada, che invece non è sicuramente presente nei mitocondri 
dei mammiferi (Møller, 2001). 
 
1.10 Gli antociani 
Gli antociani o antocianine sono dei pigmenti solubili in acqua, appartenenti alla 
vasta famiglia dei composti flavonoidi. A loro volta, quest’ultimi, rappresentano 
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una sottoclasse della più ampia famiglia dei polifenoli. I flavonoidi sono presenti 
nella maggior parte dei vegetali terrestri vegetali (Manach et al., 2004), 
impartendo loro la colorazione tipica della specie in questione. In particolare 
contribuiscono alla colorazione dei fiori, dei frutti e di molte altre parti vegetali 
dipingendole con varie tonalità: dal blu al porpora, dal rosso al cremisi, 
dall’arancio al giallo (che rende ragione del loro nome: dal latino flavus, giallo) e 
persino l’incolore. Questa immensa famiglia di composti organici svolge una 
miriade di funzioni tutte fondamentali per la sopravvivenza della pianta: 
proteggono la pianta dalle radiazioni UV, la difendono dai microrganismi 
patogeni, fungono da molecole segnale nelle interazioni pianta-microrganismo, 
contribuiscono alla fertilità della pianta e alla germinazione del polline, svolgono 
una fondamentale funzione nell’attrazione degli impollinatori e degli insetti 
coinvolti nella dispersione dei semi. Ciò che rende universalmente così ampia e 
varia la famiglia dei flavonoidi è la radice chimica comune a tutti, ovvero il 
nucleo flavanico (Figura 15).  
Esso è costituito da due anelli benzenici a sei atomi di carbonio 
interconnessi da un terzo anello piranico in cui è contenuto un atomo di 
ossigeno. 
  
Figura 15. Struttura molecolare del nucleo flavanico. 
 
In base alle modificazioni chimiche apportate all’anello piranico da parte 
di particolari enzimi, i flavonoidi possono essere suddivisi in differenti classi 
strutturali come: flavoni, isoflavoni, flavanoni, flavanoli, e antocianine (Ross et 




Figura 16. Classi dei flavonoidi. 
 
Le antocianidine (es. cianidina e malvidina) sono i pigmenti idrosolubili 
responsabili del colore rosso, blu e violetto di fiori e frutta e si ritrovano 
principalmente nei frutti di bosco, nelle melanzane e nel vino rosso; i flavonoli 
(es. quercitina e quercitolo), si ritrovano nella cipolla, nei broccoli, nei porri, in 
numerosi frutti e bevande ottenute a partire dai vegetali in particolare il tè e il 
vino rosso. I flavanoli (catechine) sono contenuti in alimenti come la cioccolata, 
il vino rosso e il tè verde. I flavoni, categoria a cui appartengono la luteolina e la 
diosmetina, sono particolarmente abbondanti nel prezzemolo e nel sedano 
(Manach et al., 2004). 
 
1.10.1. La struttura chimica delle antocianine 
Le antocianine (dal Greco antos, fiore, e kyanos, blu) sono dei pigmenti naturali 
idrosolubili, di colore rosso, porpora e blu, presenti soprattutto nelle cellule 
epidermiche della pianta, a livello dei vacuoli, in cui risiedono e colorano i 
tessuti (Rimari et al., 1998). 
Le antocianine sono chimicamente dei glicosidi, cioè dei composti 
costituiti da uno zucchero e da una parte non zuccherina detta aglicone, uniti da 
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un legame glicosidico e derivano costituzionalmente dalla base del 2-
fenilbenzopirossonio o flavilio nel quale l’ossigeno ne origina le proprietà 
basiche, essendo capace di combinarsi con gli acidi dando sali di ossonio. 
Tuttavia, il legame, e quindi la carica positiva, non è localizzata, per cui la 
formula della base di flavilio viene rappresentata con strutture di risonanza dove 
la carica può ipotizzarsi su un sostituente con la formazione di strutture chinoidi. 
Le glicosilazioni possono avvenire, con uno o più zuccheri, in posizione 3, 5, 7, 
3’, 4’ e 5’ (Figura 17). 
 
Figura 17. Rappresentazione della struttura molecolare del 3,5,7,4’-tetraidrossi-2-fenil-
benzopirilio (catione di flavilio). 
 
I glucidi nei monoglucosidi sono generalmente legati in posizione 3, 
mentre nei diglucosidi sono legati in posizione 3 e 5. Gli zuccheri che 
comunemente costituiscono le antocianine sono glucosio, ramnosio, xilosio, 
galattosio, arabinosio, fruttosio e il disaccaride genziobiosio. Spesso la porzione 
glicosidica delle antocianine è acilata in una o più posizioni con derivati 
dell’acido cinammico. L’acilazione dei glucosidi svolge un ruolo importante nella 
stabilità delle antocianine. Le antocianidine sono, infatti, instabili in soluzioni 
acquose e meno solubili delle antocianine. La metossilazione avviene al C-3’ e 
C-5’. Almeno una delle tre posizioni 5, 7, 4’ dei gruppi ossidrili interessati nelle 
glicosilazioni o metossilazioni deve sempre essere lasciata libera per la 
formazione della base chinoidale. Gli antociani presentano una variazione del 
colore in funzione del pH (Figura 18), in quanto possiedono gruppi ossidrile 
fenolici acidi e nuclei ossigenati basici. Infatti, il gruppo antocianidinico in 
ambiente nettamente acido è rosso, mentre in mezzo debolmente acido scolora 





Figura 18. Forme di equilibrio delle antocianine in soluzione acquosa. 
 
L’elevato potere colorante e l’assenza di tossicità fanno di questi 
eterosidi dei coloranti naturali per uso alimentare (E163) in grado di rimpiazzare 
i coloranti sintetici utilizzati nelle bevande, nelle marmellate e nei dolci, anche 
se una certa instabilità ne limita un’applicazione generale. Il colore rosso dei 
succhi di alcune varietà di arance è dovuto alla presenza di antocianine derivate 
principalmente dalla cianidina. La cianidina-3-glucoside e la cianidina-3-(6’-
malonil)-β-glucoside (Maccarone et al., 1998) sono i due pigmenti dominanti 
(Figura 19). 
 
1.10.2. La biosintesi dei flavonoidi e delle antocianine 
La biosintesi dei flavonoidi ha luogo nel citosol. Le proteine principali del 
pathway sono organizzate in complessi multienzimatici accentrati attorno a 
monossigenasi CytP450-dipendenti, sul lato del reticolo endoplasmatico a 
contatto con il citosol. Analisi biochimiche hanno indicato che i flavonoidi sono 




Figura 19. Rappresentazione della struttura della cianidina-3-β-glucoside e della cianidina-3-
(6’-malonil)-β-glucoside. 
 
Molti degli enzimi coinvolti nella biosintesi dei flavonoidi sono codificati da 
piccole famiglie geniche. Tali enzimi sono classificabili in due gruppi, ovvero 
enzimi che catalizzano reazioni del metabolismo fenilpropanico generale ed 
enzimi che catalizzano le reazioni che portano alle differenti classi di flavonoidi 
(Winkel-Shirley, 2002; Moore et al., 2002). Tutti i flavonoidi possiedono uno 
scheletro base C6-C3-C6 composto da una unità C6 (anello A) a da una unità 
C6-C3 (anello B ed atomi di carbonio 2, 3 e 4). 
Gli atomi di carbonio all’interno dello scheletro base vengono originati da 
due distinti pathways. L’anello B con gli atomi di carbonio 2, 3 e 4, viene fornito 
da un derivato dell’acido cinnamico, mentre l’anello A è il risultato della 
condensazione testa-coda di 3 unità acetato. I precursori dei flavonoidi derivano 
entrambi dalla biosintesi degli acidi grassi: il malonil-CoA si forma a partire da 
acetil-CoA e CO2, una reazione catalizzata dall’enzima acetil-CoA carbossilasi 
(ACC); il p-cumaroil-CoA e gli analoghi esteri idrossicinnamici del CoA vengono 
forniti dal metabolismo fenilpropanoidico. Per ottenere un fenilpropano a partire 
da una molecola di fenilalanina occorre che avvenga una condensazione tra 
52 
 
una molecola di fenilalanina e 4 molecole di coenzima-A (1 molecola di 
cumaroil-CoenzimaA e 3 molecole di malonil-Coenzima-A) (Figura 20).  
 
 
                                                                                          
Figura 20. Via biosintetica dei fenilpropanoidi. 
 
Perché tale processo sia possibile è necessario che dapprima avvenga 
una reazione di deaminazione, catalizzata dalla fenilalanina ammonio liasi 
(PAL) a carico della fenilalanina. Nella prima parte della biosintesi, la 
fenilalanina, è convertita in 4-cumaroilCoA. Questo composto può essere 
impiegato, attraverso vie metaboliche collaterali, nella produzione di lignine, 
cumarine e stilbeni. Il cumaroil-CoA può, nella seconda parte del suo 
metabolismo, entrare nella cosiddetta via metabolica di biosintesi dei composti 
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flavonoidi. L’enzima chiave della via biosintetica che conduce ad acido p-
cumarico, è la Fenilalanina-ammonio-liasi (PAL); essa catalizza la 
deaminazione della L-fenilalanina con conseguente formazione di quantità 
equimolari di acido trans-cinnamico e ione ammonio, il quale fornisce un 
legame tra metabolismo primario e metabolismo secondario. Lo ione ammonio 
generato dalla PAL viene incorporato in glutammina, attraverso la reazione 
catalizzata dalla glutammina sintetasi (GS) e, successivamente, in glutammato 
tramite la glutammina 2-ossiglutarato amminotrasferasi (GOGAT). Il 
glutammato così formatosi funge da donatore di azoto nella biosintesi degli 
amminoacidi aromatici, in particolare viene utilizzato nella formazione di 
arogenato, ed in seguito trasformato in fenilalanina e tirosina, viene reimmesso 
nel metabolismo dei composti flavonoidi. Il prodotto della deaminazione della 
fenilalanina, l’acido trans-cinnamico, viene successivamente convertito in acido 
4-idrossicinnamico sotto l’azione catalitica dell’acido cinnamico 4-idrossilasi 
(CA4H), un’ossidasi che richiede ossigeno molecolare ed NADPH come 
cofattori. L’acido p-cumarico, a sua volta, viene convertito nel suo 
corrispondente derivato attivato, il p-cumaroil-coenzima A tioestere, ad opera di 
una idrossicinnamato CoA ligasi (4CL), un enzima con una pronunciata 
specificità nei confronti dei derivati dell’acido cinnamico caratterizzati dalla 
presenza di un gruppo -OH libero sull’anello benzenico ed il quale richiede ATP 
e CoASH come cofattori. Dalle reazioni che conducono alla sintesi di acido 
trans-idrossicinnammico, ad acido cumarico e alla sua forma attiva Cumaroil-
CoA, si dipartono vie metaboliche collaterali che conducono alla sintesi di 
cumarina e dei precursori della lignina. L’enzima che, invece, è 
specificatamente coinvolto nella biosintesi dei flavonoidi e quindi delle 
antocianine, è la Calcone Sintasi (CHS). Esso rappresenta, infatti, il primo 
enzima specifico della via biosintetica delle antocianine (Figura 23), e catalizza 
la graduale condensazione di tre molecole di malonil-CoA con una molecola di 
p-cumaroil-CoA per formare un calcone. La neo-formata molecola di 
naringenina viene rapidamente isomerizzata dalla Calcone Isomerasi (CHI) al 
rispettivo flavanone, evitando l’accumulo di calconi nella pianta. In seguito la 
Flavanone 3-idrossilasi (F3H) catalizza la reazione di idrossilazione in posizione 
C-3 dei flavanoni a diidroflavonoli. Anche in questo caso una mutazione che 
porta alla perdita dell’attività di tale enzima blocca il proseguimento della 
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biosintesi delle antocianine. Il diidroflavonolo diidrokampferolo (DHK), prodotto 
dall’idrossilazione della naringenina catalizzata dall’enzima F3H, può essere 
ulteriormente idrossilato o solamente in posizione 3’, o contemporaneamente in 
posizione 3’ e 5’ dell’anello B. La prima reazione catalizzata dall’enzima 
Flavonoide 3’-idrossilasi (F3’H), porta alla creazione della diidroquercetina 
(DHQ) e infine alla formazione dei pigmenti con la struttura base della cianidina, 
mentre la seconda reazione è catalizzata dall’enzima Flavonoide 3’5’-idrossilasi 
(F3’5’H), responsabile della conversione del DHK mediante idrossilazione alle 
posizioni 3’ e 5’. 
L’enzima che catalizza la successiva riduzione stereospecifica dei 
diidroflavonoli in leucoantocianidine (flavan-3,4.dioli), utilizzando NADPH come 
cofattore, prende il nome di Diidroflavonol 4-reduttasi (DFR). Sono proprio le 
leucoantocianidine a rappresentare i precursori immediati per la sintesi delle 
antocianine. Questi composti sono anche precursori delle catechine e delle pro-
antocianidine, le quali, sono coinvolte nei meccanismi di resistenza delle piante. 
Le leucoantocianidine vengono poi convertite in antocianidine dalla 
Antocianidina Sintasi (ANS), enzima che mostra una grande omologia con gli 
enzimi F3H e FLS (flavonolo sintasi). L’enzima UDP:Glucosio Flavonoide 3-O-
Glucosil Transferasi (UFGT o 3GT) , è responsabile del trasferimento di una 
molecola di glucosio dall’UDP glucosio, verso il gruppo -OH in posizione 3 
dell’antocianidina. Dato che questo step è fondamentale affinché le antocianine, 
così stabilizzate, possano accumularsi come pigmenti all’interno dei vacuoli, 
l’UFGT è considerato un enzima indispensabile della via biosintetica che 
conduce alle antocianine. Gli enzimi della via dei fenilpropanoidi funzionano 
probabilmente come complessi multienzimatici che facilitano il diretto 
trasferimento e la canalizzazione degli intermedi tra i diversi siti attivi. Si verifica 
quindi una competizione fra i vari branch points all’interno di queste vie, gli 
intermedi sono altamente reattivi e potenzialmente tossici e le massime 
concentrazioni di questi intermedi sono molto basse. Questa organizzazione è 
legata alla necessità per queste vie metaboliche di rispondere velocemente ai 
segnali esterni ed interni per cambiare le quantità e i tipi di prodotti finali che 
devono essere sintetizzati. Gli enzimi PAL, CHI e UFGT sono localizzati nel 
citosol e sono debolmente associati con il lato citoplasmatico del reticolo 
endoplasmatico. Recenti esperimenti sembrano indicare che ci sia una diretta 
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associazione tra gli enzimi CHS, CHI, F3H e DFR, e che alcuni degli enzimi 
funzionerebbero da ancoraggio sulle membrane per gli altri enzimi. 
La destinazione finale delle antocianine è il vacuolo o la parete cellulare; 
il trasporto di questi metaboliti richiede la presenza della glutatione-S-
transferasi (GST) e di una pompa ATPasica appartenente alla famiglia dei 
trasportatori (ABC transporter) (Winkel-Shirley, 2001). 
 
1.10.3. Induzione ambientale della sintesi delle antocianine 
Nelle cultivar pigmentate di differenti specie le antocianine possono essere 
presenti transitoriamente durante lo sviluppo, manifestandosi solo nei tessuti 
giovani o senescenti, oppure essere permanenti. Inoltre, possono essere 
transitorie in relazione ai cambiamenti ambientali, apparendo e scomparendo in 
base al fotoperiodo, alla temperatura o allo stress idrico. 
Uno dei fattori che maggiormente influenza la formazione di tale 
pigmento è la luce, anche se, in alcuni casi, ne accelera la degradazione 
(Maccarone et al., 1987). La luce attiva la trasduzione del segnale e 
l’espressione dei geni coinvolti nella loro biosintesi (Mol et al., 1996). Un altro 
fattore che influenza positivamente la biosintesi delle antocianine è costituito 
dalle basse temperature, in modo particolare l’escursione termica tra il giorno e 
la notte. In riferimento a questo, studi dimostrano che le basse temperature 
inducono la sintesi delle antocianine in piante di Arabidopsis (Graham, 1998; 
Leyva et al., 1995), Sorghum (Shichijo et al., 1993), Poncirus (Tignor et al., 
1997) e Z. Mays (Christie et al., 1994), nelle foglie di Cotinus (Oren- Shamir et 
al., 1997; Oren-Shamir et al., 1997b) e Pinus (Krol et al., 1995), nei ramoscelli 
di un anno di Diospyros (Leng et al., 1993) e in cellule parenchimatiche di 
Fagus sylvatica (Schmucker, 1947). Poco, invece, si conosce sull’accumulo e la 
funzione di tali pigmenti all’interno dei frutti. È stato dimostrato che la 
temperatura di stoccaggio post-raccolta può influenzare i livelli di antocianine in 
piccoli frutti come le fragole (Kalt et al., 1999), i mirtilli (Kalt et al., 1999) e in 
diverse cultivar di mirtillo blu (Connor et al., 2002). In quest’ultimo caso, è stato 
constatato che i contenuti di antocianine in mirtilli completamente maturi (100% 
grado di maturità) non cambiano significantemente quando i frutti sono soggetti 
da 3 a 7 settimane a basse temperature di stoccaggio durante il post-raccolta 
(Connor et al., 2002). Inoltre, in base al tipo di cultivar, l’accumulo dei pigmenti 
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potrebbe avvenire solo in frutti con un livello di maturità compreso tra il 50- 75% 
(Connor et al., 2002). 
 
1.10.4. Importanza delle antocianine nella tolleranza allo stress 
Come ampiamente illustrato in precedenza, in condizioni di stress l’apparato 
fotosintetico non è in grado di utilizzare tutta l’energia derivante dalla luce: in 
questa situazione in cui il trasporto elettronico è rallentato, le clorofille eccitate 
allo stato di singoletto possono spontaneamente decadere allo stato di tripletto 
e quindi interagire con l’ossigeno molecolare generando le ROS in grado di 
portare alla rapida distruzione dei fotosistemi. Le piante superiori hanno evoluto 
diversi sistemi per garantire la dissipazione dell’energia di eccitazione come 
prima descritto. Tra questi, anche le antocianine svolgono un ruolo chiave, in 
quanto sono direttamente coinvolte nella fotoprotezione. Nel 1984 Drumm-
Herrel e collaboratori (Drumm-Herrel et al., 1984) dimostrarono che le 
antocianine proteggono le foglie dalla luce, in particolare dalla luce blu ad 
elevata energia che distrugge la clorofilla (Chalker-Scott, 1999). Inoltre questi 
composti UV-assorbenti impediscono la morte cellulare proteggendo il DNA 
dalla dimerizzazione e dalla rottura (Dixon et al., 1995).  
Il ruolo dei flavonoidi come agente UV-protettori (Takeda et al., 1994; 
Bornman 2000) è imputabile alla capacità di questi pigmenti di assorbire 
radiazioni luminose nella regione compresa tra i 280 e i 315 nm circa e quindi di 
agire come filtri UV in grado di proteggere da possibili danni i sottostanti tessuti 
fotosintetici fogliari. Un discreto numero di sperimentazioni di carattere 
fisiologico condotte da strutture di ricerca in tutto il mondo, hanno fornito 
sufficienti evidenze che piante sottoposte a quantità artificialmente controllate di 
radiazioni UV-B rispondono alterando il loro normale metabolismo biosintetico 
dei flavonoidi, allo scopo di contrastare gli effetti dannosi provocati dalle 
radiazioni UV in eccesso, come la fotoinibizione, il danneggiamento del DNA e 
tutta una serie di situazioni di stress che vanno dall’alterazione diretta della 
sintesi di costituenti metabolici all’eliminazione di sistemi di protezione naturale 
(Zobel et al., 1994; Schnitzler et al., 1994; Heimler, 2000; Buffoni et al., 2000). I 
cambiamenti osservati dei flavonoidi riguardano non solo le cellule 
dell’epidermide della superficie della lamina fogliare, ma anche i flavonoidi 
presenti in altre conformazioni anatomiche, come le cere ed i tricomi fogliari. 
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La capacità antiossidante dei flavonoidi può variare in funzione della loro 
struttura molecolare. La presenza di un gruppo carbonilico in posizione C-4, 
unitamente al doppio legame C-2 e C-3, sono infatti caratteristici di un alto 
potere antiossidante della molecola (Das and Pereira, 1990). Gli isoflavoni sono 
più attivi rispetto ai flavoni per la presenza del gruppo carbonilico in posizione 4 
ed ossidrilico in posizione 5 (Miyase et al., 1999a; 1999b). Anche l’effetto 
chelante sui metalli da parte dei diidrossiflavonoidi può essere importante per la 
loro funzione antiossidante (Shahidi et al., 1991). Saggi di valutazione della 
perossidazione lipidica, hanno permesso di evidenziare la potente azione 
inibente della perossidazione non enzimatica da parte di composti appartenenti 
alla classe dei flavoni glicosidici in Sideritis javalambrensis (Rios et al., 1992). 
 
1.10.4.1.  Fotoprotezione 
L’effetto macroscopico più evidente della presenza degli antociani nei tessuti 
vegetali, ed in particolare nelle foglie, è la colorazione rossa di queste ultime, in 
particolare in autunno. Questo fenomeno si verifica durante il processo della 
senescenza fogliare nel periodo autunnale e può determinare la variazione di 
colore anche di intere foreste, rivelando un’incredibile abbondanza di questi 
pigmenti in natura.  
Matile (2000) riportava che gli antociani in autunno, responsabili della 
caratteristica colorazione delle foglie, rappresentavano una “anomalia delle 
funzioni vitali delle piante”, supportando ciò con dati che mostravano evidenti 
variazioni dei livelli di antociani riscontrati tra gli anni e tra le piante del 
medesimo anno. Oggi è generalmente accettato dalla comunità scientifica che 
la funzione principale degli antociani in autunno sia la fotoprotezione.  
La cattura della luce solare da parte dei tessuti verdi è intrinsecamente 
dannosa in quanto avviene ad una velocità più elevata rispetto al trasporto degli 
elettroni e alla dissipazione dell’energia raccolta, quindi la sovreccitazione 
dell'apparato fotosintetico è una minaccia costante. La sovraeccitazione si 
manifesta con la repressione della fotosintesi, un fenomeno chiamato 
fotoinibizione (Long et al., 1994). La fotoinibizione cronica può ridurre 
significativamente la produttività e può avere un effetto negativo sulla 
sopravvivenza stessa della pianta (Palla et al., 1991) oltre a portare alla 
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formazione di specie reattive dell'ossigeno, che a sua volta può provocare uno 
scompenso del metabolismo cellulare (Hall et al., 1994). 
Le piante impiegano diversi meccanismi per bilanciare l’energia catturata 
con quella consumata e dissipata, impedendo così il danno ossidativo 
(Demmig-Adams & Adams III, 1992; Niyogi, 1999). Questi includono: i) 
meccanismi di tolleranza, che regolano la distribuzione di energia e la 
dissipazione; ii) meccanismi di riparazione e iii) meccanismi che riducono 
l'assorbimento della luce da parte dei tessuti verdi. Quest’ultimo meccanismo si 
manifesta, ad esempio, con un diverso orientamento paraeliotropico delle foglie: 
queste si dispongono di profilo rispetto alla direzione dei raggi solari in modo da 
limitarne l’assorbimento. Altro meccanismo è rappresentato dall’aumento della 
riflettanza dovuta alla presenza di un sottile strato di peli sull’epidermide o strati 
di cera protettivi. Sono possibili anche cambiamenti morfologici permanenti, 
come la minore dimensione delle foglie o foglie più spesse e compatte. 
Esistono inoltre meccanismi interni per ridurre l'assorbimento della luce come i 
movimenti dei cloroplasti e l'accumulo di composti che fungono da barriere 
ottiche schermanti come alcuni pigmenti non fotosintetici, per esempio, 
antociani, betalaine e rodoxantina, che possono esercitare la loro funzione 
riducendo i livelli di luce incidente sui tessuti verdi (Weger et al., 1993; Smillie 
and Hetherington, 1999). 
Gli antociani non sono pigmenti fotosintetizzanti e quindi non trasmettono 
l’energia assorbita dalla radiazione solare al centro di reazione dei fotosistemi. 
Durante la senescenza fogliare, le piante hanno necessità di recuperare parte 
dei metaboliti e degli elementi minerali contenuti nella foglia, e le proteine 
enzimatiche che prendono parte alla fotosintesi rappresentano, infatti, una 
importante risorsa di azoto. Tra gli enzimi presenti nelle foglie, l’enzima 
RuBisCo rappresenta la principale forma di azoto. Chiaramente la riduzione 
della quantità di RuBisCo presente induce una riduzione del processo di 
fotoassimilazione della CO2 e quindi un minore utilizzo di ATP e NADPG 
prodotti durante il trasporto elettronico cloroplastico. Durante questa fase 
ontogenetica la pianta utilizza quindi gli antociani per schermare l’energia solare 
che raggiunge le clorofille, che vengono quindi degradate, così come i 
complessi proteici coinvolti nella catena di trasporto elettronico (PSII, PSI e 
citocromo b6/f). In questo modo diminuiscono le unità fotosintetizzanti e 
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diminuisce quindi la probabilità di trasferimento dell’energia luminosa catturata 
che può divenire deleteria se in eccesso. Le antocianine quindi modificano 
significativamente sia la quantità che la qualità della luce incidente sui 
cloroplasti (Krol et al, 1995; Ntefidou e Manetas, 1996). Gli antociani rossi 
presenti nei tessuti vegetali assorbono preferenzialmente la luce verde e i raggi 
ultravioletti, mostrano minore assorbimento per la luce blu, mentre la luce rossa 
vicina viene assorbita (McClure, 1975). La luce verde-blu assorbita dalle 
antocianine la rende meno disponibile per la clorofilla (Pietrini e Massacci, 
1998; Smillie e Hetherington, 1999), in proporzione alla loro concentrazione 
(Neill e Gould , 1999). Questo meccanismo di modulazione dell’assorbimento 
della luce avviene in accordo ai requisiti ambientali e di sviluppo della pianta 
(Pietrini e Massacci, 1998). Un basso livello di assorbanza, o la sua completa 
mancanza nello spettro blu e rosso, permette un elevato accumulo di pigmenti 
senza interferenze con i fotorecettori, come fitocromo e criptocromo (McClure, 
1975).  
La minore assorbanza dell’energia radiativa è presente anche nelle foglie 
di piante non decidue, le quali possono assumere una colorazione rossa prima 
della filloptosi. L’effetto schermante degli antociani è esercitato allo stesso 
modo anche se con finalità differenti, nelle foglie giovani. In queste foglie, infatti, 
il quantitativo di clorofilla e pigmenti accessori è ancora molto basso, e la luce 
intercettata risulterebbe eccessiva. Gli antociani, in definitiva, proteggono i 
fotosistemi fino a che clorofilla e carotenoidi non raggiungono almeno il 50% di 
quelli totali. A questo punto normalmente il contenuto di antociani nelle foglie si 
riduce. In piantine giovani un altro elemento che si è mostrato essere correlato 
con la produzione di antociani è l’assenza di cere. Queste schermano una 
buona parte della luce solare (compresa una buona parte della radiazione UV) 
proteggendo in questo modo l’apparato fotosintetico. Tuttavia, la loro assenza 
in età giovanile della foglia, sembra correlato all’incremento degli antociani. 
Gli antociani, tuttavia, possono svolgere questo ruolo di fotoprotezione 
anche quando le piante sono sottoposte ad altri fattori di stress oltre alla luce. Si 
è, infatti, osservato un aumento della concentrazione degli antociani in piante 
sottoposte a basse temperature (Nozzolillo et al., 1990; Christie et al., 1994; 
Leng et al., 2000). Le basse temperature inducono alterazioni a livello del PSII 
che determinano fotoinibizione. Sembra che gli antociani svolgano un ruolo 
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chiave nel preservare il PSII dalla fotoinibizione (Hughes et al., 2012). La 
velocità delle reazioni biochimiche che avvengono nello stroma del cloroplasto 
dipende, infatti, dalle condizioni ambientali nelle quali avvengono, e tra queste 
anche la temperatura può influenzare la fotoassimilazione della CO2. Infatti, con 
la diminuzione della temperatura si ha una riduzione del ciclo di 
fotoassimilazione della CO2; la quantità di luce incidente, tuttavia, non varia 
perché non influenzata dalla temperatura. Questo determina una riduzione 
dell’utilizzazione del NADPH e dell’ATP prodotti dal trasporto elettronico 
cloroplastico che determina ovviamente una minore disponibilità di NADP+ ed 
ADP. Gli elettroni e i protoni durante il trasporto elettronico quindi non vengono 
utilizzati. Tutto ciò ha come conseguenza una situazione di sovraeccitazione a 
livello delle membrane tilacoidali con l’induzione di uno stress ossidativo.  
Il ruolo chiave degli antociani in questo caso è la riduzione della quantità 
di luce che raggiunge le membrane del cloroplasto e che quindi è utilizzata dai 
fotosistemi. 
 
1.10.4.2.  Protezione dagli UV 
Oltre alla capacità di proteggere dall’eccesso di luce visibile, gli antociani sono 
implicati anche nella protezione dalla radiazione ultravioletta. I raggi UV sono in 
gran parte bloccati dallo strato di ozono nell’atmosfera; tuttavia, una parte 
raggiunge comunque la biosfera. Come detto in precedenza gli UV provocano 
nella cellula vegetale danni a carico del PSII e la riduzione della concentrazione 
e dell’attività dell’enzima RuBisCo e di altri enzimi del ciclo di Calvin. In 
conseguenza di ciò la fotoassimilazione della CO2 diminuisce e il PSII va 
incontro a fotoinibizione. 
L’idea che gli antociani fungessero da schermo per gli UV scaturì 
dall’osservazione che queste lunghezze d’onda stimolassero la biosintesi di 
questi e altri flavonoidi. Inoltre molti antociani e soprattutto quelli acilati si sono 
mostrati capaci di assorbire le radiazioni nell’UV. Una conferma di questa teoria 
venne dalle ricerche di Bugher e Edwards (1996), i quali esponendo ad UV-B e 
UV-C piante con foglie rosse e verdi, notarono una riduzione nella 
fotoassimilazione maggiore nelle foglie verdi a conferma di una fotoinibizione in 
atto in queste foglie. Tuttavia le specie di antociani acilati che si mostrano 
efficaci contro gli UV sono poco presenti nelle cellule vegetali, e sono 
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comunque meno efficaci di altri flavonoidi. Inoltre, per proteggere al meglio i 
cloroplasti, gli antociani che sono accumulati nel vacuolo dovrebbero 
accumularsi nei tessuti marginali della foglia, come l’epidermide. Comunemente 
è invece nei tessuti a palizzata e del mesofillo che si ha il maggior accumulo di 
antociani (Wheldale, 1916; Gould e Quinn, 1999; Gould et al., 2000; Lee e 
Collins, 2001). 
 
1.10.4.3.  Funzione antiossidante 
Da tempo gli antociani sono considerati degli antiossidanti, ma benché in vitro 
siano efficaci a contrastare lo stress ossidativo, definirne i ruoli nelle cellule 
vegetali (in vivo) è una questione più complessa.  
In questi anni i possibili meccanismi di azione postulati, con cui gli 
antociani riescano a prevenire i danni ossidativi delle ROS, sono due: 
- ad azione indiretta 
- ad azione diretta 
Nella prima modalità di azione indiretta, si pensa che gli antociani schermino la 
radiazione solare incidente sulla foglia e conseguentemente riducono la 
formazione delle ROS a livello del cloroplasto. Questo concetto fu esposto per 
la prima volta già nel 1916 da Wheldale nel suo libro “Anthocyanin pigments of 
plant”. Nei suoi studi Wheldale aveva illuminato con luce diretta una soluzione 
di clorofilla interponendo però un vetro che conteneva una soluzione rossa. Il 
controllo era rappresentato dall’illuminazione della soluzione di clorofilla senza 
schermo rosso. La clorofilla schermata dalla soluzione rossa manteneva il 
colore verde più a lungo rispetto all’altra, e da ciò si poté intuire che la presenza 
dei ROS fosse minore, limitando la degradazione della clorofilla.  
La via diretta prevede invece l’abbattimento delle ROS e dei prodotti 
radicalici che derivano dalla loro azione ossidante nel cloroplasto e mitocondrio. 
Per quest’ultima ipotesi la localizzazione preferenziale degli antociani dovrebbe 
essere il citosol. Tuttavia, gli antociani vengono sintetizzati nel reticolo 
endoplasmatico ed accumulati nel vacuolo e non sono quindi presenti nel 
citosol o negli organelli dove tipicamente si generano le ROS. Ciò che non è 
ancora compreso è il meccanismo di trasporto degli antociani dal reticolo 
endoplasmatico al vacuolo. Se gli antociani passassero nel vacuolo per 
diffusione, ci sarebbe un transito all’interno del citosol che permetterebbe 
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l’attività antiossidante. Se invece l’ingresso fosse direttamente attraverso il 
reticolo endoplasmatico allora non ci sarebbe alcun passaggio citosolico e 




2. SCOPO DELLA TESI 
 
L’esposizione delle piante ad alti livelli di irraggiamento porta ad uno stress di 
tipo ossidativo che si riflette negativamente su numerosi processi, tra cui quello 
fotosintetico, dovuto al ridirezionamento dell’energia fotonica in processi che 
portano al danneggiamento dell’apparato enzimatico fotosintetico 
(fotoinibizione) e alla distruzione dei pigmenti fotosintetici (fotoossidazione).  
Le piante risultano sensibili alla radiazione nello spettro dell’UV ma riescono ad 
acclimatarsi  all’eccesso di luce attraverso variazioni dell’anatomia e della 
morfologia fogliare e una ridotta crescita con una biomassa finale 
ridimensionata. 
           Il ruolo degli antociani come agenti UV-protettori è imputabile alla 
capacità di questi pigmenti di assorbire radiazioni luminose nella regione 
compresa tra i 280 e i 315 nm circa e quindi di agire come filtri UV in grado di 
proteggere da possibili danni i sottostanti tessuti fotosintetici fogliari. Questa 
loro capacità di assorbire efficacemente nella regione degli UV dello spettro 
solare, assegna a questa classe di pigmenti un ruolo chiave nei meccanismi 
adattativi ad alti livelli di luce solare. 
Lo scopo della seguente tesi era la valutazione della risposta alle elevate 
intensità luminose in due cultivar di basilico caratterizzate dalla presenza o 
meno di antociani nelle foglie. In particolare sono state utilizzate la cultivar 
Tigullio, a foglia verde e la cultivar Red Rubin a foglia rossa. Durante il periodo 
dal 10 al 24 Luglio 2013, le piante sono state mantenute per 15 giorni in 
condizioni di completo irraggiamento solare o ad una condizione di 
ombreggiatura (pari all’abbattimento del 70% della completa luce solare) e, al 





3. MATERIALI E METODI 
 
3.1. Materiale vegetale e condizioni di crescita 
Piante di due settimane di Ocimum basilicum L. di due diverse cultivar, Tigullio 
a foglia verde (origine Italia) e Red Rubin a foglia rossa (origine India) venivano 
coltivate in vaso su un terreno sabbioso e torba di sfagno (60:40, v:v). Le piante 
a circa un mese dalla semina venivano sottoposte a due intensità luminose 
diverse per un periodo di due settimane (dal 10 al 24 luglio 2013). Un gruppo di 
piante veniva mantenuto in un box all’aperto coperto con polietilene nero in 
modo da abbattere il 70% della radiazione solare incidente; il secondo gruppo, 
invece, veniva mantenuto in un box simile al precedente ma in piena luce solare 
(100% dell'irraggiamento), dopo essere stato sottoposto a un periodo di 
“adattamento” di sei giorni alla radiazione solare, a partire da un 50%, 
aumentando del 20% ogni due giorni.  
La radiazione incidente era pari a 10.1 MJ m-2 , 0.90 MJ m-2 di UV-A e 
17.8 kJ m-2 di UV-B.  L’irradianza UV (280-400 nm) è stata misurata con uno 
spettroradiometro con doppio monocromatore (modello SR9910-PC) mentre la 
luce fotosinteticamente attiva (PAR) era misurata con un sensore Li-190. Nel 
periodo dell’esperimento la quantità di PAR media determinata a mezzogiorno 
(ora solare) era 615 ± 53 μmol m-2 s-1 nella tesi ombreggiata (30% 
irraggiamento) e 1918 ± 121 μmol  m-2 s-1 nella tesi in piena luce (100% 
irraggiamento). 
Le temperature minime e massime nel periodo erano in media 18.5-32.2° 
C e 17.5-33.5° C, rispettivamente per le piante all'ombra o esposte al pieno 
irraggiamento. Tutte le misure sono state determinate sulle foglie 
completamente espanse. 
  
3.2. Prelievo dei campioni 
I campioni destinati alle diverse analisi sono stati prelevati in due periodi diversi: 
una settimana (T1) dall’inizio della prova e dopo due settimane (T2). A ciascuna 
data venivano effettuati prelievi in due momenti della giornata: prima dell’alba 
(Predawn) e a mezzogiorno (Midday). I campioni erano posti in azoto liquido e 
conservati - 80°C fino al momento dell’analisi. 
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3.3. Valutazione dei sistemi antiossidanti  
3.3.1. Estrazione degli enzimi  
L’estrazione veniva effettuata in camera fredda a 4° C. Il tessuto vegetale (circa 
0.2 g) veniva omogenato con PVP (polivinilpirrolidone), quarzo e un buffer di 
estrazione (Lyons et al., 1999) in rapporto 1:3 (P:V) contenente fosfato buffer 
(66 mM, pH 7) e EDTA (acido etilendiamminotetracetico; 1 mM). L’omogenato 
ottenuto veniva centrifugato a 10.000 g per 10 minuti a 4° C ed il surnatante 
ottenuto era utilizzato per la determinazione dell’attività specifica degli enzimi 
catalasi (CAT; E.C. 1.11.1.6), superossidodismutasi (SOD; E.C. 1.15.1.1) e 
ascorbico perossidasi (APX; E.C. 1.11.1.11.). 
 
3.3.1.1. Determinazione dell’attività dell’enzima CAT 
L’attività della catalasi era determinata seguendo il metodo di Cakmak e 
Marschner (1992). La miscela di reazione (1 mL) per la determinazione 
spettrofotometrica prevedeva: H2O2 (37.5 mM) ed il surnatante. Il bianco era 
rappresentato dal solo H2O2.  
L’attività della CAT era determinata a 240 nm, spettro massimo di 
assorbimento del perossido di idrogeno. La diminuzione dell’assorbanza 
determinata dall’utilizzazione del perossido di idrogeno (substrato della CAT) 
veniva osservata allo spettrofotometro per 1 minuto. L’attività della CAT era 
espressa come μmol H2O2  mg
-1 proteine 
 
3.3.1.2. Determinazione dell’attività dell’enzima SOD 
Per l’attività della SOD si utilizzava la seguente miscela di reazione (Lyons et 
al., 1999): 50 mM buffer fosfato (pH 7.8), 13 mM metionina, 75 μM 
nitroblutetrazolio (NBT), 0.1 mM EDTA, 2 μM riboflavina e una aliquota di 
surnatante. La miscela di reazione era esposta alla luce (200 μmoli m-2 sec-1 
per 5 minuti) dopodiché si procedeva alla determinazione dell’assorbanza ad 
una lunghezza d’onda di 560 nm.  
L’attività della SOD era espressa in U intendendo 1 unità di SOD viene 
definita come la quantità di enzima (L) necessario a determinare la riduzione 
del 50% dell’NBT.  
Per il calcolo si costruiva una curva di taratura ponendo sull’asse delle 
ascisse i L di estratto, mentre sull’asse delle y i valori delle assorbanze relative 
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ottenute. Si otteneva così una equazione dalla quale era possibile ricavare i L 
di estratto che fanno diminuire del 50% il valore dell’assorbanza del campione 
rispetto al controllo costituto dall’estratto non esposto alla luce. Le quantità di 
campione aggiunte alla miscela di reazioni erano: 0 (controllo), 2.5, 5 e 10 L.  
Si misurava quindi il valore di assorbanza di ogni campione prima e dopo 
l’incubazione alla luce (200 moli m-2 sec-1). Dal valore di assorbanza ottenuto 
dal campione esposto alla luce veniva quindi sottratto il valore di assorbanza 
del rispettivo campione mantenuto al buio. 
 
3.3.1.3. Determinazione dell’attività dell’enzima APX 
L’attività dell’APX veniva determinata per via spettrofotometrica seguendo il 
metodo di Pasqualini et al. (2001). La miscela di reazione (1 mL) per la 
determinazione spettrofotometrica prevedeva Na-fosfato 66 mM (pH 7), 2 mM 
H2O2, 750 M acido ascorbico (ASA) e 20 L di estratto.   
La diminuzione dell’assorbanza veniva osservata allo spettrofotometro 
per 1 minuto ad una lunghezza d’onda di 290 nm, picco massimo di 
assorbimento dell’acido ascorbico (ε = 2800 M-1 cm-1). L’attività dell’enzima 
APX era espressa come μmoL AsA mg-1 proteine 
 
3.3.1.4. Determinazione del contenuto in proteine 
Il contenuto in proteine era valutato per via colorimetrica utilizzando il Protein 
Assay Kit II (Biorad, Germania). Il bianco era costituito da 800 μL di acqua e 
200 μL di reagente, mentre il campione era composto da 790 μL di acqua, 200 
μL di reagente e 10 μL di estratto. La miscela di reazione era lasciata incubare 
a temperatura ambiente per 15 minuti, al fine di favorire la formazione del 
complesso proteina-reagente. La lettura era effettuata a 595 nm, lunghezza 
d’onda in cui si registra il picco massimo di assorbanza del complesso 
formatosi. Il valore espresso in assorbanza veniva quindi utilizzato nella curva 
di taratura precedentemente determinata utilizzando concentrazioni note di BSA 
(albumina di siero bovino). La curva di taratura è rappresentata dalla seguente 
equazione: 
Y = 0.05019X + 0.07484 
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dove Y rappresenta il valore di assorbanza, mentre la X indica la 
concentrazione di proteine espressa in mg mL-1. 
 
3.3.2. Preparazione campioni per visualizzazione al TEM  
Piccoli frammenti di foglia di basilico (~ 3x3 mm) sono stati fissati per 2 ore a 
temperatura ambiente in una soluzione composta da 2,5% di glutaraldeide (in 
tampone Fosfato 0.2 M, pH 7.2), lavati due volte con il tampone e  post-fissati  
in OsO4 al 2% nello stesso tampone per 2 ore. I campioni sono stati 
successivamente disidratati in serie crescenti di etanolo, infiltrati e inclusi in una 
resina Spurr (Sigma-Aldrich; Milano, Italia), e polimerizzati a 70 °C per oltre 24 
ore. 
Sezioni trasversali ultrasottili (70-90 nm) sono state ottenute tramite un 
ultramicrotomo LKB IV e raccolte su griglie rivestite di Formovar.  
Il contrasto è stato ottenuto colorando le sezioni con acetato di uranile e 
citrato di piombo per essere poi osservate con un Philips TEM EM201 C  che 
lavorava a 80 kV. 
 
3.3.3. Analisi statistica 
I risultati riportati esprimono la media di tre repliche per ogni trattamento (± 
deviazione standard). Le medie sono state comparate mediante DMS 
(differenza minima significativa) a seguito della significatività del rapporto F 
ottenuto dall’analisi della varianza (ANOVA) a due vie con l’intensità luminosa e 





4.1. Attività specifica degli enzimi antiossidanti 
4.1.1. Catalasi (CAT) 
L'attività della catalasi misurata nei campioni esposti al 100% di irradianza 
solare e raccolti prima dell’alba, risultava significativamente superiore nella 
cultivar Red Rubin rispetto a Tigullio durante l’intera prova (Figura 22). Dopo 7 
giorni di esposizione delle piante alla luce solare (T1) l’attività della CAT era 
ancora superiore nella cv Reb Rubin senza differenze attrinbuibili al 
trattamento. Infine al termine dell’esperimento (T3) l’attività della CAT rimaneva 
praticamente costante nella cv Tigullio rispetto sia a T0 che a T1 ed invece si 
riduceva significativamente nella cv Red Rubin che presentava valori 
significativamente uguali alla cv Tigullio (Figura 21). 
 



































Figura 21.  Attività specifica dell’enzima CAT in campioni di Tigullio (verde) e Red Rubin 
(rosso) esposti al 100% di irradianza solare, raccolti prima dell’alba. I dati sono la media di tre 
repliche e le barre rappresentano la deviazione standard. Deviazioni dalla media individuate 
con le stesse lettere non sono significativamente diverse per P=0,05. 
 
Un diverso andamento è stato invece riscontrato nei campioni di 
entrambe le cultivar esposte al 100% di irradianza ma raccolti a mezzogiorno. 
L’attività dell’enzima CAT in Tigullio era più elevata rispetto a quelli della stessa 
cultivar ma raccolti prima dell’alba, con valori significativamente uguali registrati 
nella cv Red Rubin (Figura 22). L’esposizione alla luce non determinava 










































Figura 22. Attività specifica dell’enzima CAT in campioni di Tigullio (verde) e Red Rubin (rosso) 
esposti al 100% di irradianza solare, raccolti a mezzogiorno. I dati sono la media di tre repliche 
e le barre rappresentano la deviazione standard. Deviazioni dalla media individuate con le 
stesse lettere non sono significativamente diverse per P=0,05. 
 
L’analisi dell’attività dell’enzima nei campioni esposti al 30% di irradianza 
solare e raccolti prima dell’alba ha presentato una notevole differenza già nella 
prima settimana di prova in quanto nei campioni di Tigullio l’attività della catalasi 
è più che raddoppiata mentre nei campioni di Red Rubin si è ridotta della metà 
(Figura 23). Singolare nella Red Rubin dopo una settimana di ombreggiamento, 
l’attività della CAT diminuiva significativamente rispetto al To e rimaneva agli 
stessi livelli anche dopo 15 giorni (T2) (Figura 23). 





































Figura 23. Attività specifica dell’enzima CAT in campioni di Tigullio (verde) e Red Rubin (rosso) 
esposti al 30% di irradianza solare, raccolti prima dell’alba. I dati sono la media di tre repliche e 
le barre rappresentano la deviazione standard. Deviazioni dalla media individuate con le stesse 
lettere non sono significativamente diverse per P=0,05. 
 
Nei campioni esposti al 30% di irradianza solare ma raccolti a 
mezzogiorno, l’attività dell’enzima CAT presentava nella Red Rubin valori simili 
a quelli registrati nei campioni raccolti prima dell’alba, ma, nuovamente, l’attività 
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della CAT era significativamente maggiore nella cv Tigullio rispetto al predawn 
(P>0.01) (Figura 24). Dopo una settimana e 15 giorni di ombreggiamento 
l’attività della CAT si riduceva lievemente, anche se non significativamente, in 
entrambe le cultivars. 
 






































Figura 24. Attività specifica dell’enzima CAT in campioni di Tigullio (verde) e Red Rubin (rosso) 
esposti al 30% di irradianza solare, raccolti a mezzogiorno. I dati sono la media di tre repliche e 
le barre rappresentano la deviazione standard. Deviazioni dalla media individuate con le stesse 
lettere non sono significativamente diverse per P=0,05. 
 
 
4.1.2. Ascorbato perossidasi (APX) 
L'attività dell’enzima APX misurata nei campioni esposti al 100% di irradianza 
solare e raccolti prima dell’alba, era simile nelle due cultivars (Figura 25).  





































Figura 25. Attività specifica dell’enzima APX in campioni di Tigullio (verde) e Red Rubin (rosso) 
esposti al 100% di irradianza solare, raccolti prima dell’alba. I dati sono la media di tre repliche 
e le barre rappresentano la deviazione standard. Deviazioni dalla media individuate con le 




Durante la prima settimana di esposizione alla luce solare, l’attività 
dell’APX aumentava significativamente nelle due cultivars, per poi diminuire alla 
fine della prova (Figura 25). L’attività dell’APX era simile anche nei campioni 
raccolti a mezzogiorno nelle due cultivars (Figura 26).  





































Figura 26.  Attività specifica dell’enzima APX in campioni di Tigullio (verde) e Red Rubin 
(rosso) esposti al 100% di irradianza solare, raccolti a mezzogiorno. I dati sono la media di tre 
repliche e le barre rappresentano la deviazione standard. Deviazioni dalla media individuate 
con le stesse lettere non sono significativamente diverse per P=0,05. 
 
Un notevole aumento di attività enzimatica è stato riscontrato nei 
campioni di Tigullio esposti al 30% di irradianza solare raccolti a mezzogiorno, 
dopo la prima settimana da inizio prova. Al secondo campionamento l’attività 
dell’enzima APX diminuiva particolarmente in Tigullio mentre nei campioni di 
Red Rubin è rimasta costante (Figura 26). Nei campioni raccolti a mezzogiorno 
ed esposti per 7 o 15 giorni al 30% di ombreggiamento, l’attività dell’APX non 
variava significativamente (Figura 27). 





































Figura 27. Attività specifica dell’enzima APX in campioni di Tigullio (verde) e Red Rubin (rosso) 
esposti al 30% di irradianza solare, raccolti prima dell’alba. I dati sono la media di tre repliche e 
le barre rappresentano la deviazione standard. Deviazioni dalla media individuate con le stesse 
lettere non sono significativamente diverse per P=0,05. 
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Nessuna differenza significativa era evidenziata anche nei campioni 
raccolti a mezzogiorno ma sempre esposti al 30% di irradianza (Figura 28).  






































Figura 28. Attività specifica dell’enzima APX in campioni di Tigullio (verde) e Red Rubin (rosso) 
esposti al 30% di irradianza solare, raccolti a mezzogiorno. I dati sono la media di tre repliche e 
le barre rappresentano la deviazione standard. Deviazioni dalla media individuate con le stesse 
lettere non sono significativamente diverse per P=0,05. 
 
4.1.3.  Superossido dismutasi (SOD) 
Nei campioni di piante esposte al 100% di irradianza e raccolti prima dell’alba, 
l’attività specifica dell’enzima SOD era significativamente superiore nella 
cultivar Red Rubin rispetto alla Tigullio (Figura 29). Si evidenziava quindi un 
incrementi di attività al T1 in entrambe le cultivar. Tuttavia al termine della 
prova, l’attività dell’APX si riduceva sia nella Tigullio che nella Red Rubin 
(Figura 29). 































Figura 29. Attività specifica dell’enzima SOD in campioni di Tigullio (verde) e Red Rubin (rosso) 
esposti al 100% di irradianza solare, raccolti prima dell’alba. I dati sono la media di tre repliche 
e le barre rappresentano la deviazione standard. Deviazioni dalla media individuate con le 




Diversamente, nei campioni raccolti a mezzogiorno (100% di irradianza) 
l’attività dell’enzima SOD mostrava un andamento diverso nelle due cultivar: 
Tigullio presentava un evidente aumento dopo la prima settimana, e l’attività 
rimaneva costante anche nel secondo campionamento (Figura 30). Nella Red 
Rubin invece non si evidenziavano differenze significative nell’intero periodo 
dell’esperimento (Figura 30). 
 
































Figura 30. Attività specifica dell’enzima SOD in campioni di Tigullio (verde) e Red Rubin (rosso) 
esposti al 100% di irradianza solare raccolti, a mezzogiorno. I dati sono la media di tre repliche 
e le barre rappresentano la deviazione standard. Deviazioni dalla media individuate con le 
stesse lettere non sono significativamente diverse per P=0,05. 
 
L'attività dell’enzima SOD misurata nei campioni esposti al 30% di 
irradianza solare e raccolti prima dell’alba era significativamente maggiore in 
Tigullio rispetto a Red Rubin (Figura 31).  































Figura 31. Attività specifica dell’enzima SOD in campioni di Tigullio (verde) e Red Rubin (rosso) 
esposti al 30% di irradianza solare, raccolti prima dell’alba. I dati sono la media di tre repliche e 
le barre rappresentano la deviazione standard. Deviazioni dalla media individuate con le stesse 
lettere non sono significativamente diverse per P=0,05. 
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Dopo una settimana nei campioni di Red Rubin l’attività enzimatica 
diminuiva significativamente mente un incremento significativo si evidenziava 
nella Tigullio (Figura 31). Infine al termine dell’esperimento nelle due cultivars si 
registrava la stessa attività. 
L’attività della SOD nei campioni esposti al 30% di irradianza solare ma 
raccolti a mezzogiorno, era simile nelle due cultivars (Figura 32). Dopo la prima 
settimana l’attività della SOD a mezzogiorno non variava ma un incremento 
significativo si registrava alla fine dell’esperimento (Figura 32). 































Figura 32. Attività specifica dell’enzima SOD in campioni di Tigullio (verde) e Red Rubin (rosso) 
esposti al 30% di irradianza solare, raccolti a mezzogiorno. I dati sono la media di tre repliche e 
le barre rappresentano la deviazione standard. Deviazioni dalla media individuate con le stesse 
lettere non sono significativamente diverse per P=0,05. 
 
4.2. Immagini al TEM 
L’utilizzo del microscopio elettronico a trasmissione ha permesso di evidenziare 
le modificazione a livello della morfologia delle foglie indotte dal diverso regime 
luminoso.  
 
4.2.1. Tigullio 100% irradianza  
Le Figure 33A e 33B mostrano che alcune cellule del mesofillo a palizzata 
erano degenerate con la evidente formazione di corpi lipidici a seguito della 
elevata luce. I cloroplasti nelle cellule a palizzata cambiavano gradualmente 
con la profondità dalla superficie adassiale: nelle vicinanze della superficie 
mostravano uno stroma denso, i tilacoidi dilatati (ipertrofia degli spazi 
intralamellari) e un gran numero di plastoglobuli (Figura 33B) senza o con pochi 
piccoli granuli di amido. Nella parte distale i cloroplasti mostravano granuli di 
amido e tilacoidi ben organizzati (Figura 33C). Altre cellule mostrano invece una 
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degradazione del tonoplasto che determinava un rimescolamento di citoplasma 
con i contenuti vacuolari (Figura 33D) o vacuoli completamente riempiti di 
citoplasma (Figura 33E)  
Nel tessuto lacunoso i cloroplasti si mostravano integri con la presenza di 




Figura 33.  Immagini A-B-C-D-E-F 
 
4.2.2. Tigullio 30% irradianza 
Nelle Figure 34A e 34B si evidenzia come nel tessuto a palizzata che in quello 
lacunoso, la maggior parte delle cellule mostrava cloroplasti con tilacoidi ben 
organizzati in grana (Figure 34A e 34B), amido libero o in piccoli granuli (Figura 
34C) e pochi plastoglobuli. In alcune cellule a palizzata i cloroplasti mostrano 




Figura 34. Immagini A-B-C-D 
 
4.2.3. Red Rubin 100% irradianza 
Dalle Figure 35A-35C si nota che sia nel tessuto a palizzata sia nel tessuto 
lacunoso le cellule presentano cloroplasti con tilacoidi ben organizzati e granuli 
di amido.  
 
 
Figura 35. Immagini A-B-C 
 
4.2.4. Red Rubin 30% irradianza 
Nel tessuto a palizzata alcuni cloroplasti mostrano, come in Tigullio (Figura 
34D), una forma “a tazza”e sono quasi sempre senza amido (Figura 36A). Le 
cellule presentano una forma irregolare sia nel tessuto a palizzata che in quello 
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lacunoso: la parete cellulare mostra invaginazioni (Figura 36B) o angoli (Figure 
36C e 36D ). 
 
 





5.1. Aspetto morfologico 
E’ chiaramente visibile dalla foto, il diverso aspetto morfologico delle piante, di 
entrambe le cultivar, esposte rispettivamente al 100 e al 30% di luce solare: 
oltre che nelle dimensioni generali, indipendentemente dal tipo di irradianza alla 
quale sono state coltivate, le due cultivar, Red Rubin e Tigullio, differiscono 
anche nella morfologia del germoglio e nell’anatomia delle foglie (Foto 1, 2). 
 
 
Foto 1. L’ esposizione di piante al 30% o 100% di irradianza solare, per un periodo di due 
settimane incide sulla morfologia dei germogli e sull’ anatomia delle foglie in Tigullio ma non in 
Red Rubin. 
 
Nella Foto 2 è possibile osservare in particolare le differenze morfologiche 
riscontrate le foglie, in quanto nelle piante di Tigullio, coltivate con il 30% di 
irradianza, si presentavano più grandi rispetto a quelle delle piante esposte al 
100% di luce solare. Si presume che questa modificazione permetta alle foglie 
di avere una maggiore superficie fogliare disponibile per l’intercettazione della 
luce che risulta ovviamente bassa per l’ombreggiamento, mentre le foglie 
esposte al 100% di irradianza mettono in atto un meccanismo finalizzato a 





Foto 2. La riduzione delle dimensioni della foglia in Tigullio e l’aumento dello spessore della 
lamina sono risposte morfologiche della pianta ad una elevata intensità luminosa 
 
Le piante di Tigullio esposte in piena luce solare mostravano anche una 
riduzione nella lunghezza degli internodi e un aumento delle ramificazioni 
ascellari rispetto a quelle coltivate al 30% di irradianza (dati non mostrati).  
Questi aggiustamenti morfologici indotti dallo stress luminoso risultano 
fondamentali per l’acclimatazione delle piante in ambienti molto soleggiati e per 
mitigare la fotoinibizione al livello dell’intera pianta. Rappresentano tipicamente 
risposte che vengono messe in atto in condizioni di elevata intensità luminosa 
e/o radiazione UV-B. 
E’ possibile che l’assenza di questi aggiustamenti morfogenetici nelle 
piante di Red Rubin esposte ad alti livelli di UV-B (nel nostro caso 17.8 kJ m-2 ) 
sia dovuta alla presenza di antociani distribuiti sulla pagina inferiore e superiore 
delle foglie. 
 
5.2. Effetti sull’attività degli enzimi antiossidanti  
E’ indubbio che nelle piante di Tigullio esposte al 100% di irradianza sia in atto 
uno stress ossidativo. Come descritto nei paragrafi iniziali, a causa della loro 
tossicità nella cellula, le ROS sono efficacemente eliminate da molecole 
antiossidanti ad azione non-enzimatica (α-tocoferolo, β-carotene, composti 
fenolici, ascorbato, glutatione) (Smirnoff, 2000; Foyer et al., 2001) oltre ad 
enzimi debitamente deputati a tale funzione (Smirnoff, 1993; Noctor e Foyer, 
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1998). L’efficiente rimozione di .O2
- e H2O2 richiede l’azione di vari enzimi 
antiossidanti che agiscono in sincronia (Asada, 1999). SOD e APX sono gli 
enzimi-chiave del sistema antiossidante nei cloroplasti, essendo coinvolti nella 
rimozione rispettivamente di .O2
- e H2O2, ma possono contribuire alla 
detossificazione di ROS anche in altri compartimenti cellulari. La CAT, invece, è 
coinvolta nell’eliminazione di H2O2 al di fuori dei cloroplasti. 
L’attività della SOD regola i livelli di .O2
- prodotto principalmente per 
mezzo della ferredossina ridotta nei cloroplasti, ma determina anche i livelli di 
.O2
- nei mitocondri e nel citoplasma. La SOD, inoltre, riduce la possibilità di 
formazione di .OH, un ossidante molto forte con un’alta affinità per le molecole 
biologiche, per mezzo della reazione di Haber-Weiss o della reazione di Fenton 
(Scandalios e Smirnoff, 1993). La superossido dismutasi  è un importante 
enzima antiossidante, ma esso converte un composto tossico in un altro, 
attraverso la dismutazione di .O2
-.  
L’APX è l’enzima antiossidante maggiormente diffuso in tutte le specie 
vegetali. Essa riduce H2O2, un forte inibitore della fotosintesi, a H2O, attraverso 
la dismutazione di .O2
-, usando l’AsA come donatore di elettroni (Mehlhorn et 
al., 1996), che può in seguito essere rigenerato mediante il ciclo ascorbato-
glutatione (Foyer e Mullineaux, 1998; Smirnoff, 2000). 
Le CAT, infine, convertono il H2O2 in H2O e O2. Questi enzimi hanno tassi 
catalitici molto alti ma basse affinità di substrato, dal momento che la reazione 
richiede l’accesso simultaneo di due molecole di H2O2 nel sito attivo. L’assenza 
di CAT nei cloroplasti, inoltre, preclude un loro ruolo nella protezione degli 
enzimi tiolo-regolati del ciclo di Calvin. 
 
5.2.1. Effetti su Tigullio 
Nelle piante di Tigullio esposte in pieno sole, lo stress luminoso induceva un 
aumento dell’attività enzimatica di CAT nella prima settimana e rimaneva 
costante nella seconda; lo stesso andamento risultava anche in momenti diversi 
della giornata, anche se nelle ore di maggiore intensità luminosa, mezzogiorno, 
i valori di partenza erano decisamente più alti (~ 0,2 μmol  H2O2 mg
-1 proteine) 
rispetto ai valori riscontrati prima dell’alba (< 0,1μmol  H2O2 mg
-1 proteine). Nelle 
piante esposte al 30% di irradianza si registravano valori di attività diversi nei 
due momenti della giornata: prima dell’alba l’attività enzimatica mostrava un 
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notevole aumento, quasi raddoppiato, nella prima settimana, seguita da una 
leggera riduzione nella seconda settimana: Risultato inverso invece durante le 
ore più calde dove, a distanza di una settimana, l’attività è quasi dimezzata per 
poi rimanere costante. Gli stessi risultati si sono ottenuti con l’analisi dell’ attività 
enzima APX. 
 L’attività di questi due enzimi antiossidanti presentava quindi valori 
superiori nelle piante coltivate in piena luce e nelle ore di maggiore intensità 
luminosa rispetto alle piante esposte solamente al 30% di irradianza. 
 L’enzima SOD mostrava un aumento dell’attività enzimatica, come 
prevedibile, nelle piante esposte in pieno sole, in particolare a mezzogiorno. 
Nelle piante in ombra invece l’andamento è risultato altalenante nei due 
momenti della giornata: prima dell’alba l’attività enzimatica era aumentata 
notevolmente nella prima settimana per poi tornare ai livelli di partenza nella 
seconda settimana; a mezzogiorno invece risultava un aumento di attività 
soltanto dopo due settimane. 
 
5.2.2. Effetti su Red Rubin 
Nelle piante di Red Rubin esposte in pieno sole, lo stress luminoso non 
induceva nessun cambiamento nell’attività enzimatica di CAT nelle ore più 
calde. Infatti, i valori rimanevano costanti per tutto il periodo di prova, valori 
molto simili a quelli ottenuti nelle piante di Tigullio alle stesse condizioni di luce. 
La CAT mostrava un andamento diverso nelle piante, nelle stesse condizioni di 
luce (100% di irradianza) ma in un momento diverso del giorno (prima dell’alba) 
dove l’attività enzimatica andava riducendosi nella seconda settimana di prova, 
con valori simili a quelli riscontrati in Tigullio alle stesse condizioni.  
 Nelle piante esposte al 30% di irradianza si registravano valori di attività 
diversi nei due momenti della giornata: prima dell’alba l’attività enzimatica della 
CAT mostrava una riduzione nella prima settimana, per poi rimanere costante. 
Da osservare che nelle piante di Tigullio alle stesse condizioni di luce, 
l’andamento è stato inverso: nella prima settimana l’attività della CAT 
aumentava e quindi si attestava a valori simili sino al termine della prova. Nelle 
ore più calde della giornata l’attività enzimatica della CAT rimaneva costante. 
 L’attività dell’enzima APX mostrava un andamento più o meno costante 
nelle piante esposte al 30% di irradianza, anche in momenti diversi della 
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giornata, con valori molto simili a quelli ottenuti in Tigullio alle stesse condizioni, 
in particolare prima dell’alba. 
 Nelle piante esposte in piena luce, invece, l’attività dell’APX mostrava, 
prima dell’alba, un aumento dell’attività nella prima settimana e una diminuzione 
a fine prova. Nelle stesse condizioni di luce, ma a mezzogiorno, l’APX mostrava 
un’attività costante per tutta la durata della prova, senza differenze significative. 
 Nelle piante esposte al 100% di irradianza, l’andamento dell’attività 
dell’enzima SOD è risultato diverso nei due momenti della giornata: prima 
dell’alba l’attività enzimatica era in aumento nella prima settimana ma poi si è 
ridotta a valori addirittura inferiori rispetto a quelli di partenza nella seconda 
settimana; a mezzogiorno invece l’attività è rimasta costante per tutta la durata 
della prova. 
 L’enzima SOD mostrava un andamento altalenante nelle piante esposte 
al 30% di irradianza nei due diversi momenti della giornata: prima dell’alba i 
valori dell’attività sono diminuiti nella prima settimana e non hanno subito 
variazioni successive; nelle ore più calde invece, e solo a fine prova, l’attività 
enzimatica è aumentata notevolmente, infatti i valori risultavano più che 
raddoppiati rispetto ai valori di partenza.   
 
5.3. Effetti citologici 
Le immagini ottenute con il microscopio elettronico a trasmissione mostravano 
prove di danno ossidativo nei confronti dell’apparato fotosintetico nelle foglie di 
Tigullio ma non in quelle di Red Rubin esposte in piena luce.  
 Nelle piante di Tigullio esposte al 100% di irradianza, infatti, le immagini 
mostravano oltre alla degenerazione di alcune cellule del tessuto a palizzata, 
cloroplasti dissimili tra loro a seconda della profondità dalla superficie esposta 
alla luce: nelle vicinanze della superficie mostrano stroma denso, tilacoidi 
dilatati (ipertrofia degli spazi intralamellari), presenza di granuli di amido e un 
gran numero di plastoglobuli.  
 Queste modificazioni a carico degli organelli non erano presenti nelle 
piante di Tigullio esposte al 30% di irradianza. 
 L’accumulo di amido, essenzialmente come amido primario, sarebbe 
imputabile al fatto che le piante in condizioni di elevata intensità luminosa 
tendono ad accumularne quantitativi superiori di quanto non riescano poi a 
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consumarne durante i periodi notturni in seguito ad idrolisi in saccarosio e 
traslocazione ai vari organi (Lichtenthaler, 1981). L’incremento nell’accumulo 
non sarebbe quindi imputabile ad un elevato incremento dell’attività degli enzimi 
coinvolti nella sintesi di amido quanto piuttosto al progressivo accumulo a causa 
della idrolisi notturna parziale. Talvolta, a causa degli ingenti accumuli di amido, 
parte dei cloroplasti possono perdere capacità fotosintetica e diventare 
amiloplasti (Buchanan, 2003). Il passaggio determinerebbe la degradazione dei 
pigmenti fotosintetici che, in seguito a esterificazione con acidi grassi liberi, 
andrebbero ad accumularsi in particolari strutture: i plastoglobuli. (Lichtenthaler, 
1981). Questi, rappresentano accumuli di molecole preferenzialmente lipidiche 
isolate o coniugate ad altre molecole di diversa natura (galattolipidi, chinoni, 
poliisoprenoidi) rintracciabili, singolarmente o in gruppo, nello stroma dei 
cloroplasti. Sono privi di membrane e l’incremento nel loro numero o la 
modificazione nella loro composizione sembra correlato al grado di senescenza 
dell’apparato fogliare oltre che alla percezione da parte della pianta di diversi 
tipi di stress di natura essenzialmente abiotica.  
Al contrario, nelle foglie di Red Rubin esposte al 100% di irradianza, le 
cellule del tessuto a palizzata e quello del tessuto lacunoso non mostravano la 
presenza di un danno ossidativo: si mostravano integre e i cloroplasti 





Gli antociani presenti sull’epidermide delle foglie costituiscono una barriera 
contro l’eccesso di energia solare che raggiunge le foglie. La loro capacità di 
assorbire efficacemente nella regione degli UV dello spettro solare, assegna a 
questa classe di pigmenti un ruolo chiave nei meccanismi adattativi ad alti livelli 
di luce solare; ruolo non dissimile da quello precedentemente attribuito alla 
presenza di un sottile strato di peli o tricomi distribuiti sulla superficie delle foglie 
di diverse specie vegetali. 
Gli antociani hanno un forte impatto sui meccanismi di risposta ad un 
elevato stress luminoso. La cultivar Red Rubin è molto meno adattabile alle 
variazioni di irradianza solare, rispetto alla cultivar Tigullio: una maggiore 
plasticità nelle caratteristiche morfo-anatomiche, rende questa cultivar più 
idonea ad ambienti non troppo soleggiati ma anche in grado di acclimatarsi in 
ambienti con elevate intensità di luce (Valladares et al., 2012). Al contrario, la 
presenza di antociani conferisce una maggiore plasticità fotosintetica, rendendo 
la cultivar Red Rubin altamente specializzata per ambienti con intensità 
luminosa elevata (Valladares et al., 2003, Snell-Rood e Papaj 2009). Red Rubin 
sembra infatti mostrare una sorta di "strategia di conservazione delle risorse" 
come di solito si osserva in specie più tolleranti, ma con una distribuzione 
limitata lungo i gradienti ambientali con differenti intensità luminose.  
A livello citologico le immagini al TEM evidenziavano segni di foto-
danneggiamento solo nelle cellule del tessuto a palizzata nelle foglie di Tigullio 
esposte in pieno sole, ma non in Red Rubin; questo sostiene l'idea che la 
generazione delle ROS indotta dalla luce era maggiore in Tigullio rispetto a Red 
Rubin, dove gli antociani riescono a schermare la radiazione solare incidente 
sulla foglia e di conseguenza riducono la formazione delle ROS a livello del 
cloroplasto. E' infatti noto che si ha un maggior accumulo di antociani proprio 
nei tessuti a palizzata e del mesofillo (Wheldale, 1916; Gould e Quinn, 1999; 
Gould et al., 2000; Lee e Collins, 2001). 
Gli antociani modificano significativamente sia la quantità che la qualità 
della luce incidente sui cloroplasti assorbendo preferenzialmente la luce verde e 
i raggi ultravioletti, e rendendola quindi meno disponibile per la clorofilla. Il ruolo 
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chiave degli antociani in questo caso è la riduzione della quantità di luce che 
raggiunge le membrane del cloroplasto e che quindi è utilizzata dai fotosistemi.  
I diversi valori dell’attività degli enzimi CAT e APX nelle due cultivar, 
confermano il ruolo fondamentale come antiossidanti nella protezione della 
cellula durante condizioni di stress luminoso: rimanevano elevati nelle foglie di 
Tigullio delle piante esposte ad elevata irradianza, in diminuzione o andamento 
costante in Red Rubin alle stesse condizioni. Questi due enzimi rappresentano 
inoltre un evidenza della diversa risposta delle due cultivars allo stress 
luminoso.  
Curioso è risultato l’andamento dell’attività dell’enzima SOD: un 
andamento simile nelle due cultivar soltanto in condizioni di esposizione totale 
alla luce e prima dell’alba mentre a mezzogiorno, intensità luminosa più alta, 
l’attività enzimatica, pur avendo lo stesso andamento, in Tigullio si 
presentavano più alti. Nelle foglie delle piante in ombreggiamento la SOD si 
riduceva in Red Rubin ma aumentava nelle ore di maggiore intensità luminosa, 
andamento molto simile alla cultivar Tigullio. 
I dati emersi da questa ricerca sembrano confermare il ruolo degli 
antociani come fotoprotettori contro i danni ossidativi conseguenti a uno stress 
luminoso, oltre ad aprire la strada a futuri esperimenti, in cui l'identificazione 
delle singole antocianine nell’epidermide, in aggiunta alla loro posizione 
specifica, diventerebbe un obiettivo di primaria importanza. Questo può anche 
aiutare a capire fino a che punto gli antociani influenzano l'attivazione dei 
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